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RESUMEN 
 
El factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1) pertenece a la 
familia de polipéptidos de la insulina, que desempeñan un papel fundamental en el 
desarrollo embrionario y la homeostasis del sistema nervioso adulto, así como, en 
procesos celulares como proliferación, supervivencia, migración celular y 
diferenciación. El IGF-1 es fundamental en la regulación del crecimiento y la 
diferenciación coclear, y sus mutaciones están asociadas con pérdida auditiva en el 
ratón y en el hombre. Las acciones del IGF-1 están mediadas por rutas de señalización 
intracelular entre las que se encuentra la vía RAF-MEK-ERK. La familia de las RAF 
quinasas transmite información extracelular al núcleo y su activación es crucial para la 
regulación celular a varios niveles, que van desde el desarrollo embrionario hasta la 
carcinogénesis. Se ha descrito que B-RAF y C-RAF modulan la neurogénesis y la 
neuritogénesis durante el desarrollo del oído interno de pollo. Además, el déficit de     
C-RAF está asociado a sordera neurosensorial en los síndromes de Noonan y Leopard. 
Varios estudios han relacionado al IGF-1 con la autofagia en distintos contextos 
celulares. La autofagia es un proceso catabólico altamente conservado esencial para el 
desarrollo embrionario y la homeostasis del adulto. El mecanismo de autofagia provee 
energía reciclando componentes intracelulares y facilita la eliminación de células 
apoptóticas. Se ha descrito que, en el oído interno, la autofagia desempeña un papel 
importante durante el desarrollo temprano del embrión de pollo y en respuesta a 
lesiones óticas en el ratón adulto. Sin embargo, no existen estudios sobre la expresión 
de la maquinaria autofágica en el oído interno postnatal y adulto. 
 
En este trabajo se han estudiado los mecanismos moleculares por los que el    
IGF-1 regula el desarrollo y la maduración coclear, mediante el análisis de los 
componentes del sistema IGF y de los principales elementos de su señalización 
intracelular. Se ha demostrado que el déficit de Igf1 se compensa al nivel de su receptor 
Igf1R y al nivel del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 2 (Igf2) en edades 
adultas. Además, el déficit de Igf1 está asociado con un aumento en la expresión de     
A-RAF y C-RAF en edades postnatales y modifica los niveles de expresión de las 
quinasas AKT y p38. Asimismo, se ha estudiado si la autofagia podría ser uno de los 
procesos involucrados en el desarrollo coclear y su maduración funcional. Se ha 
demostrado que los genes relacionados con la autofagia (ATG) Becn1, Atg4b y Atg5 se 
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expresan en la cóclea, vestíbulo y los núcleos cocleares de ratón, desde las últimas 
etapas del desarrollo hasta la edad adulta y, posteriormente, disminuye su expresión al 
año de edad. También se ha confirmado la presencia de flujo autofágico puesto que se 
observan niveles reducidos de la proteína de unión a ubiquitina secuestrosoma 1 
(SQSTM1p62) y un aumento en los niveles relativos de la proteína asociada a 
microtúbulos de cadena ligera 3-II (LC3-II). El flujo autofágico en etapas perinatales es 
inferior al del ratón adulto. A los dos meses de edad, se llega a una meseta de expresión, 
coincidiendo con el momento en el que se alcanza la actividad funcional completa de la 
cóclea. Además, se ha demostrado que la autofagia se asocia sobre todo a las neuronas 
del ganglio espiral. En paralelo, se han realizado análisis de la expresión génica de la 
maquinaria autofágica en animales nulos para Igf1 y no se han encontrado diferencias 
significativas respecto a los silvestres. Por último, se ha estudiado el papel que juega en 
la fisiopatología de la sordera C-RAF, uno de los componentes centrales de la vía     
RAF-MEK-ERK activada por el IGF-1. Para ello, se han utilizado animales silvestres, 
heterocigotos y nulos para C-Raf. Se ha demostrado que las RAF quinasas se expresan 
en el oído interno en desarrollo y en la cóclea adulta de ratón. La delección en 
homocigosis de C-Raf produce sordera neurosensorial profunda. Sin embargo, no se han 
observado alteraciones celulares evidentes excepto una reducción notable en la 
expresión del canal de potasio Kir4.1, circunstancia suficiente cómo causa de sordera. 
También se ha estudiado la función de C-Raf en la protección y reparación celular 
exponiendo ratones heterocigotos para C-Raf a ruido. Se ha observado que niveles 
reducidos de C-RAF afectan negativamente a la preservación de la audición en 
respuesta a ruido a través de mecanismos que implican la activación de JNK y una 
respuesta apoptótica exacerbada.  
 
Los resultados obtenidos en este trabajo apuntan a que el IGF-1 y C-RAF tienen 
un papel clave en el correcto desarrollo y funcionamiento de la cóclea de ratones, así 
como, un papel fundamental en la protección auditiva. Además, la maquinaria 
autofágica está activa en el oído interno, se regula con la edad, y no se ve comprometida 
por la ausencia crónica del IGF-1. 
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ABREVIATURAS 
 
14-3-3 Proteína de activación de la tirosina 3-
monooxigenasa/triptófano 5-monooxigenasa 
 
A                                                        
aa Aminoácidos 
ABR  Auditory brainstem response (En castellano: potenciales      
evocados del tronco cerebral; PEATC)                                      
ADN  Ácido desoxirribonucleico 
ADNc Ácido desoxirribonucleico comlementario 
AKT  Proteína quinasa B 
p-AKT  Proteína quinasa B fosforilada 
Akt1 Gen que codifica para la AKT1 
Akt2 Gen que codifica para la AKT2 
Ambra1  Regulador de la autofagia/Beclina-1 1 
AP-1 Proteína activadora 1 
ANOVA Análisis de la varianza 
A-Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma, isoforma A 
A-RAF Rapidly accelerated fibrosarcoma, isoforma A 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNc Ácido ribonucleico complementario 
ARNm Ácido ribonucleico mensajero 
ARNr  Ácido ribonucleico ribosómico 
Atg                                     Gen asociado a la autofagia 
ATG  Gen asociado a la autofagia  
Atg3 Gen asociado a la autofagia 3 
ATG3 Gen asociado a la autofagia 3 
Atg4 Gen asociado a la autofagia 4 
ATG4 Gen asociado a la autofagia 4 
Atg5 Gen asociado a la autofagia 5 
ATG5 Gen asociado a la autofagia 5 
Atg6 Gen asociado a la autofagia 6 
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Atg7 Gen asociado a la autofagia 7 
ATG7 Gen asociado a la autofagia 7 
Atg9 Gen asociado a la autofagia 9 
ATG9 Gen asociado a la autofagia 9 
ATG10 Gen asociado a la autofagia 10 
ATG12 Gen asociado a la autofagia 12 
Atg16L1 Gen asociado a la autofagia 16 
ATG16L1 Cadena ligera 1 del gen asociado a la autofagia 16 
ATP Adenosín trifosfato 
 
B 
BAD Promotor de muerte asociado a B-XL/Bcl2 
BECN1 Beclina1 
Becn1 Beclina1 
B-Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma, isoforma B 
B-RAF Rapidly accelerated fibrosarcoma, isoforma B  
BSA Albúmina de suero bovino 
 
C 
CB  Células basales 
CC Conducto coclear 
CCE Células ciliadas externas 
CCI                                    Células ciliadas internas 
Cd    Caudal  
CE Cresta epitelial 
Chp Anticuerpo policlonal de pollo 
CI Células intermedias 
CM Células marginales 
Co Cóclea 
Cox2 Citocromo c oxidasa, subunidad 2 
CP Células pilares 
Cp Celuloplasmina 
CR1 Región conservada 1 
CR2 Región conservada 2 
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CR3 Región conservada 3 
C-Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma, isoforma C 
C-RAF Rapidly accelerated fibrosarcoma, isoforma C 
C-Raf
+/+
 Ratón con genotipo silvestre 
C-Raf
+/-
 Ratón heterocigoto para el gen C-Raf 
C-Raf
-/-
 Ratón nulo para el gen C-Raf 
 
D 
DAB Diaminobencidina 
DAPI 4´, 6-diamino-2-fenilindol 
dB Decibelio 
dB SPL Decibelio del nivel de presión sonora (sound pressure level) 
DE Genes diferencialmente expresados 
Dlx Factor de transcripción de tipo distal-less homeobox 
Do Dorsal 
 
E 
E Estadio embrionario 
EDTA Ácido etilendiaminotetracético 
EM Escala media 
ENNI Servicio de evaluación neurosensorial no invasiva 
ERK Quinasa regulada por señales extracelulares 
p-ERK Quinasa regulada por señales extracelulares fosforilada 
ET Escala timpánica 
EV Escala vestibular 
 
F 
FC Fold Change 
FFA Ácido graso libre 
FGF Factores de crecimiento de fibroblastos 
FOX Factores de transcripción de tipo forkhead box 
FoxG1 Factor de transcripción de tipo forkhead box G1 
Foxi1 Factor de transcripción de tipo forkhead box I1 
FoxM1 Factor de transcripción de tipo forkhead box M1 
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G 
GABARAP 11 Proteína asociada al receptor de ácido gamma-amino 
butírico tipo A 11 
GABARAP12 Proteína asociada al receptor de ácido gamma-amino 
butírico tipo A 12 
Gap43 Proteína asociada al crecimiento 43 
Gata Factor de transcripción de tipo GATA 
GAV Ganglio acústico vestibular 
GE Ganglio espiral 
GF Factor de crecimiento 
GLAST Neurotransportador para el glutamato tipo GLAST 
Gmfb Factor de maduración glial beta 
GP Anticuerpo policlonal de cabra 
Gpx1 Glutation peroxidasa 
GRB2 Proteína ligadora del receptor del factor de crecimiento 2  
GTP Guanosín trifosfato 
 
H   
HRP Peroxidasa de rábano 
 
I 
Igf1 Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 
IGF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1  
Igf1
+/+
 Ratón con genotipo silvestre 
Igf1
+/-
 Ratón heterocigoto para el gen Igf1 
Igf1
-/-
 Ratón nulo para el gen Igf1 
Igf2 Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2  
IGF-2 Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2  
Igf1r  Receptor de alta afinidad del IGF-1  
IGF1R Receptor de alta afinidad del IGF-1  
IGF2R Receptor tipo manosa 6 fosfato del IGF-2  
IGFBP Proteínas de unión a IGF-1 
Igfbp2 Proteína de unión a IGF-1 tipo 2 
Igfbp3 Proteína de unión a IGF-1 tipo 3 
Abreviaturas 
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IHC Inmunohistoquímica 
Il1 β Interleukina 1 beta 
Il6 Interleukina 6 
Il10 Interleukina 10 
Ins2 Insulina tipo 2 
IR Receptor de la insulina 
IRS Proteínas adaptadoras de la familia de los sustratos para el 
receptor de la insulina 
 
J 
JNK Quinasa c-Jun N-terminal  
p-JNK  Quinasa c-Jun N-terminal fosforilada 
 
K 
KCNE1 Canal de potasio activado por voltaje, subfamilia Isk, 
miembro 1 
Kcnq1 Canal de potasio activado por voltaje, subfamilia Q, 
miembro 1 
KCNQ4 Canal de potasio activado por voltaje, subfamilia Q, 
miembro 4 
Kir4.1 Canal rectificador de potasio, subfamilia J, miembro 10 
 
L 
LC3 Cadena ligera 3 de la proteína 1A/1B asociada a 
microtúbulo  
LC3B Isoforma B de la cadena ligera 3 de la proteína 1A/1B 
asociada a microtúbulo  
LC3-I Forma citosólica de la cadena ligera 3 de la proteína 1A/1B 
asociada a microtúbulo  
LC3-II Cadena ligera 3 de la proteína 1A/1B asociada a 
microtúbulo unida a la membrana del autofagosoma 
LE Ligamento espiral 
LM Mielina difusa interna 
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M 
MANOVA Análisis de la varianza multivariante de tres vías 
MAPK Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
Mapk14  Proteína quinasa activada por mitógeno 14 
Mash1 Factor de transcripción “achaete-scute family bHLH 1” 
MEF2 Factor potenciador 2 de miocitos 
Mef2D Factor potenciador 2 de miocitos D 
MEK Proteína quinasa activada por mitógenos 
p-MEK Proteína quinasa activada por mitógenos fosforilada 
MH2 Retrovirus Mill Hill 2 de aves 
MnSOD Manganeso superóxido dismutasa 
MouM Anticuerpo monoclonal de ratón 
MSV Sarcoma de virus de ratón 
mTOR Diana de la rapamicina en mamíferos 
MyePo Mielina P0 
MyoVIIa Miosina VIIa 
 
N 
NC VIII VIII nervio craneal 
ND No detectado 
Ndp52 Calcium binding and coiled-coil domain 2 
NeuN RNA binding protein, fox-1 homolog (C. elegans) 3 
NF Neurofilamento 
NGS Suero normal de cabra 
NIHL Pérdida de audición inducida por ruido 
Ntn1 Netrina 1 
 
O 
OC Órgano de Corti 
OMIM Online mendelian inheritane in man 
OMS Organización Mundial de la Salud 
 
 
P 
P Estadio postnatal 
Abreviaturas 
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P21 Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 1A 
P27
kip 
Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1B 
p38 Proteína quinasa activada por mitógenos 14 
p-p38 Proteína quinasa activada por mitógenos 14 fosforilada 
PARP Poli ADP ribosa polimerasa 
f-PARP Poli ADP ribosa polimerasa fragmentada 
pb Pares de bases 
PBS Tampón fosfato salino 
PCNA Antígeno nuclear de proliferación celular 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PE Potencial endococlear 
Phal Faloidina 
PFA Paraformaldehído 
PI3K Fosfatilidinositol 3 quinasa 
PIP3 Fosfatilidinositol 3 fosfato 
Pmca2 Transportador ATPasa de calcio de la membrana plasmática 
tipo 2 
PON1 Paraoxonasa 1 
PON2 Paraoxonasa 2 
PPLR Probabilidad de cociente de registro positivo 
PUMA Programa informático “Propagating Uncertainty in 
Microarray Anaysis” 
 
R 
RAF Rapidly accelerated fibrosarcoma 
RbM Anticuerpo monoclonal de conejo 
RbP Anticuerpo policlonal de conejo 
RMA Programa informático “Robust Multiarray Average” 
ROI Región de interés 
Rplp0 Proteína ribosomal grande P0 
Rpm Revoluciones por minuto 
RQ Valores de cuantificación relativa de la expresión génica 
RT Transcripción inversa 
Abreviaturas 
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RT-qPCR Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con 
transcriptasa inversa en tiempo real 
ROS Especies reactivas de oxígeno 
 
S 
SDS Dodecilsulfato sódico 
SEM Desviación media estándar  
SG-TI Neuronas tipo I 
SQSTM/p62 Proteína de unión a ubiquitina secuestrosoma 1  
Sod1 Superóxido dismutasa 1 
SOS Factor de intercambio de nucleótidos de guanina RAS/RAC  
SOD2 Superóxido dismutasa 2 
Sox2 Factor de transcripción SRY (región determinante del sexo 
en el cromosoma Y) tipo 2 
SOX2 Factor de transcripción SRY (región determinante del sexo 
en el cromosoma Y) tipo 2 
Sox9a Factor de transcripción SRY (región determinante del sexo 
en el cromosoma Y) tipo 9a 
SPSS Programa informático “Software Package Sigmastat-
Sigmaplot” 
StV Estría vascular 
SYN Sinaptofisina 
 
T 
TBS Tampón tris salino 
TBP Agente reductor tributilfosfina 
Tfap Factor de transcripción AP 
TGF-β Factor de crecimiento transformante beta  
Tgf b1 Factor de crecimiento transformante beta 1 
TGF-β1 Factor de crecimiento transformante beta 1 
Tgf bR1 Receptor 1 del factor de crecimiento transformante beta 
Tgf b2 Factor de crecimiento transformante beta 2 
Tgf bR2 Receptor 2 del factor de crecimiento transformante beta 
TLR Toll-like receptor 
Abreviaturas 
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Tlr1 Toll-like receptor 1 
TLR1 Toll-like receptor 1 
Tlr6 Toll-like receptor 6  
TLR6 Toll-like receptor 6 
TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa 
TUNEL Terminal Transferase mediated dUTP-biotin Nick End 
Labelling 
U 
Ulk1 Complejo quinasa 1 similar a Unc 51 
ULK1 Complejo quinasa 1 similar a Unc 51 
 
V 
V Vestíbulo  
VASP Fosfoporteína estimulada por vasodilatadores 
VO Vesícula ótica 
Vo Ventana oval 
Vr Ventana redonda 
 
W 
WB Western blotting 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. El oído interno de mamíferos 
 
El oído interno de mamíferos es un sistema sensorial estructuralmente complejo 
formado por los órganos responsables de la audición y el equilibrio, denominados 
cóclea y vestíbulo respectivamente. Está constituido por una estructura epitelial cerrada 
denominada laberinto membranoso donde se encuentran diversas estructuras 
sensoriales y no sensoriales bañadas en un fluido denominado endolinfa. El laberinto 
membranoso se compone del laberinto vestibular y el conducto coclear. El laberinto 
vestibular constituye el órgano receptor para el sentido del equilibrio y el conducto 
coclear está formado por el órgano de Corti (OC), que es el órgano sensorial de la 
audición propiamente dicho. El laberinto membranoso, a su vez, se encuentra rodeado 
por el laberinto óseo o cápsula ósea, estructura que se encuentra excavada en la porción 
petrosa del hueso temporal (Magariños et al., 2014).  
 
1.1.1. Desarrollo embrionario del oído interno de mamíferos 
 
Las células que constituyen el oído interno adulto proceden en su mayoría de la 
placoda ótica embrionaria con la excepción de los melanocitos de la estría vascular y las 
células de Schwann que proceden de la cresta neural (Fritzsch et al., 2011, Rubel y 
Fritzsch, 2002). El desarrollo del oído interno comienza en el día embrionario 7,5 (E7,5) 
con la especificación de la placoda ótica en la región dorsal del ectodermo 
romboencefálico (Figura 1a), localizada entre los rombómeros 5 y 6. Las placodas 
craneales son regiones del ectodermo que generan una gran variedad de tipos celulares, 
incluyendo elementos de los órganos de los sentidos y la mayoría de las neuronas 
sensoriales del sistema nervioso craneal. Las distintas placodas derivan de una región 
preplacodal común, que rodea la placa neural (Streit, 2007). La inducción de la placoda 
ótica necesita señales procedentes de los tejidos circundantes como algunos miembros 
de la familia de los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), así como, la 
expresión de ciertos factores de transcripción procedentes de la región preplacodal (Dlx, 
Sox9a, Gata, Tfap y Foxi1) (Whitfield, 2015). Posteriormente a la inducción, en los días 
embrionarios 8 y 9 (E8-9), la placoda se engrosa e invagina hasta formar la copa ótica 
(Figura 1b), que se separa del ectodermo y se cierra para originar la vesícula ótica u 
otocisto (VO) durante el día embrionario 9,5 (E9,5) (Figura 1c, d).  
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Figura 1. Esquema del desarrollo del oído interno en mamíferos. El oído interno en mamíferos se 
origina a partir de la placoda ótica (a, E7,5), un engrosamiento del ectodermo cefálico que se invagina 
para formar la copa ótica (b, E8-9). Posteriormente, la copa se cierra y da lugar a la vesícula ótica (c, d), 
que experimenta un periodo de intensa proliferación celular, morfogénesis y diferenciación celular para 
transformarse en lo que conocemos como laberinto membranoso. Las células mesenquimales adyacentes 
se diferencian dando lugar al laberinto óseo (e-h). Los precursores neuronales migran del epitelio ventral 
para formar el GAV (b-d). La coordinación de estos procesos es necesaria para generar los distintos tipos 
celulares y estructuras que constituyen el oído interno adulto (g, h). Figura adaptada de Magariños et al., 
2014. Abreviaturas: CC, conducto coclear; CE, crestas epiteliales; E, día embrionario; EV, escala 
vestibular; EM, escala media; ET, escala timpánica; GAV, ganglio acústico vestibular; OC, órgano de 
Corti; VO, vesícula ótica. 
 
Durante el desarrollo posterior, la VO experimenta un periodo de gran 
proliferación celular, acompañado de cambios morfológicos complejos y diferenciación 
celular que dará lugar a la mayoría de los tipos celulares del oído interno adulto, que 
incluyen neuronas, células ciliadas sensoriales y células de sostén (Magarinos et al., 
2012). Los neuroblastos que van a formar el ganglio acústico-vestibular (GAV) migran 
de la pared medial de la VO y se diferencian en neuronas que inervarán los parches 
sensoriales (Magariños et al., 2014) (Figura 1b-d). Las estructuras vestibulares se 
desarrollarán a partir de la región dorsal de la VO, mientras que el epitelio ventral 
formará la parte auditiva del oído interno. De un parche pro-sensorial de la región 
ventromedial de la VO se forma el conducto coclear (CC). El CC experimenta una serie 
de cambios morfológicos y procesos de diferenciación para transformar el epitelio 
simple de la VO y dar lugar al laberinto membranoso o escala media (EM) de la cóclea 
formado por el OC (Figura 1, e-h) (Kelly y Chen, 2009). Entre los estadios E15,5 y 
E18,5 las células se reorganizan para formar las crestas epiteliales (CE) (Figura 1, e-f), 
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que posteriormente se desarrollarán para formar algunas de las estructuras presentes en 
la escala media: el limbo espiral, las células ciliadas internas (CCI), células ciliadas 
externas (CCE) y las células de soporte (Magariños et al., 2014). Además, en etapas 
postnatales se produce una remodelación anatómica de la cóclea que conduce a la 
apertura del túnel de Corti y, casi al mismo tiempo, la membrana tectoria se desprende 
de las superficies apicales de las células ciliadas y de soporte y se desarrolla la 
membrana basilar (Walters y Zuo, 2013). Paralelamente a la formación del órgano de 
Corti, las células mesenquimales adyacentes forman una cápsula cartilaginosa que, 
posteriormente, formará el laberinto óseo formado por la escala vestibular (EV) y 
timpánica (ET) (Figura 1, e-h) (Magariños et al., 2014).  
 
El correcto desarrollo embrionario del oído interno de vertebrados requiere de la 
coordinación de distintos procesos como la proliferación, la diferenciación, la 
supervivencia, la apoptosis y la senescencia. Para que se produzca la organogénesis del 
oído interno es necesario un control estricto de la proliferación y de la salida del ciclo 
celular, así como, de la diferenciación de los precursores óticos en los distintos tipos de 
células que formarán el oído adulto (Alsina et al., 2009). Se ha descrito en pollo que la 
apoptosis también desempeña un papel fundamental en la morfogénesis del epitelio 
ótico y en la neurogénesis del GAV, puesto que contribuye a la determinación del 
número final de células y elimina las células defectuosas (Leon et al., 2004, Aburto et 
al., 2012b). Además, recientemente se ha descrito la implicación de la senescencia en el 
desarrollo embrionario del saco endolinfático, un saco ciego cuya función en el adulto 
es recoger y filtrar la endolinfa de los conductos coclear y vestibular. La senescencia es 
un proceso fisiológico que durante el desarrollo es estrictamente dependiente del 
inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 1A (p21) y promueve la remodelación 
tisular del saco endolinfático determinando el equilibrio entre las distintas poblaciones 
celulares (Munoz-Espin et al., 2013). 
 
Se han descrito varios factores implicados en estos procesos, como el factor de 
crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1) que está implicado en la regulación 
del ciclo celular de los progenitores óticos y en la supervivencia de las células óticas 
(Magariños et al., 2014). Además, se ha publicado que la familia de factores de 
crecimiento de fibroblastos (FGF), que está directamente regulada por Notch, tiene un 
papel fundamental para la diferenciación del epitelio auditivo sensorial, formado por las 
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células ciliadas y de soporte (Nakajima, 2015). También hay muchos factores de 
transcripción implicados en la histogénesis del oído interno como es el factor de 
transcripción de tipo forkhead box G1 (Foxg1), que regula la proliferación y la 
especificación del destino celular. Concretamente, Foxg1 determina la formación y el 
tamaño de los parches sensoriales, la organización de las células ciliadas y la formación 
y orientación de las neuronas del GAV, y los ratones nulos presentan el laberinto 
membranoso más corto, un mayor número de filas de células ciliadas e inervación 
anormal (Pauley et al., 2006).  
 
En los últimos años la autofagia se ha unido a estos programas celulares bien 
conocidos de proliferación, supervivencia, apoptosis y diferenciación.  
 
1.1.2. La autofagia en el oído interno de mamíferos 
 
La autofagia es una vía lisosomal de degradación altamente conservada en 
eucariotas que fue descrita por primera vez por Clark y Novikoff a finales de la década 
de los 50 cuando observaron en riñones de ratón estructuras en forma de vesícula que 
contenían materiales citoplasmáticos (Clark, 1957). Este proceso se encarga de 
suministrar energía metabólica, del reciclaje de componentes intracelulares y de la 
eliminación de moléculas y orgánulos perjudiciales. La autofagia protege a la célula del 
estrés tanto fisiológico como patológico y desempeña un papel fundamental durante el 
desarrollo como mecanismo de muerte, supervivencia y mantenimiento de la 
homeostasis celular. Debido a la importancia de su papel fisiológico, la desregulación o 
el incorrecto funcionamiento de la autofagia ha sido relacionada con el envejecimiento, 
la progresión de enfermedades neurodegenerativas y con el cáncer (Lopez-Otin et al., 
2013, Schneider y Cuervo, 2014).   
 
Existen tres formas principales de autofagia: la autofagia mediada por chaperonas, 
que degrada proteínas diana específicas mediante el complejo chaperona-proteína; la 
microautofagia, que implica la degradación de material citoplasmático directamente 
invaginado por el lisosoma; y la macroautofagia, que es el tipo de autofagia que se 
estudiará en este trabajo y que a partir de ahora se denominará autofagia (Aburto et al., 
2012b) (Figura 2). También se han descrito la mitofagia y peroxifagia, formas de 
autofagia selectiva en las que se degradan de forma específica mitocondrias y 
   Introducción 
 
19 
 
peroxisomas, respectivamente, dañados o innecesarios (Feng et al., 2014, Parzych y 
Klionsky, 2014, Wirawan et al., 2012). 
 
 
 
 
Figura 2. Representación esquemática de los diferentes tipos de autofagia. La autofagia mediada por 
chaperonas degrada proteínas diana específicas con motivos KFERQ mediante el complejo HSC70 
chaperona-proteína que se transloca directamente al lumen del lisosoma mediante el receptor denominado 
LAMP-2A para su degradación. Durante la microautofagia la membrana del lisosoma se invagina para 
envolver las porciones del citoplasma que van a ser degradados. La macroautofagia requiere la formación 
de unas vacuolas especializadas de doble membrana denominada autofagosoma, su fusión con un 
lisosoma dará lugar al autofagolisosoma dentro del cual se degrada la carga citoplasmática mediante 
encimas hidrolíticas. Abreviaturas: AA, aminoácidos y FFA, ácidos grasos libres. Figura adaptada de 
Wirawan et al., 2012. 
 
1.1.2.1. Regulación y etapas de la autofagia 
 
La autofagia se activa por señales inductoras muy diversas que incluyen la 
privación de nutrientes, de factores de crecimiento, señales de inflamación, niveles 
bajos de adenosín trifosfato (ATP), hipoxia o altas concentraciones de calcio (Figura 
3). El proceso comienza cuando los orgánulos y las proteínas citoplasmáticas son 
rodeados por una doble membrana lipídica denominada fagóforo, que comienza a crecer 
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por ambos extremos y finalmente se cierra, encerrando dentro la carga citoplasmática, 
formando el autofagosoma. Posteriormente, los autofagosomas se transportan por 
estructuras del citoesqueleto y se fusionan con lisosomas, formando una vesícula 
llamada autofagolisosoma, en la que el contenido y su membrana se degradan por 
enzimas hidrolíticas. Los productos de este proceso catabólico son componentes básicos 
como aminoácidos, nucleótidos y ácidos grasos, y son reciclados para la síntesis de 
proteínas, macromoléculas y aprovechadas para la generación de ATP (Hurley y 
Schulman, 2014).  
 
Se han descrito varias etapas en la autofagia: inducción, nucleación o ensamblaje, 
elongación y formación del autofagosoma, a lo largo de las cuales intervienen de forma 
coordinada una gran cantidad de proteínas codificadas por genes específicos de este 
proceso denominados genes asociados a la autofagia (Atg). Se han descrito más de 30 
genes Atg en levaduras y muchos de ellos están conservados evolutivamente en 
eucariotas superiores (Klionsky et al., 2008, Mizushima y Levine, 2010). 
 
1.1.2.2. Señalización de la autofagia 
 
Durante la inducción del autofagosoma el complejo de la diana de la rapamicina 
en mamíferos (mTOR) es inactivado y se disocia del complejo quinasa 1 similar a UNC 
51 (ULK1) permitiendo así la activación de éste. Aunque mTOR es considerada una 
pieza clave en la regulación de la autofagia como regulador negativo también se han 
descrito vías independientes de mTOR (Sarkar, 2013, Tan et al., 2014). ULK1 activa a 
su vez a la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) cuando está formando un complejo con 
Beclina1 (BECN1), el homólogo de Atg6 en levaduras (Figura 3) (Feng et al., 2014).  
 
Durante la nucleación la PI3K genera fosfatidilinositol 3 fosfato (PIP3) y se 
encarga del reclutamiento de proteínas ATG necesarias en la elongación de la 
membrana. El sistema cíclico del ATG9 transporta membrana de varias fuentes de 
donantes durante la formación del autofagosoma. Se han propuesto distintos donadores 
de membrana como la membrana plasmática, el aparato de Golgi, el retículo 
endoplasmático y la mitocondria (Figura 3) (Ohsumi, 2014).  
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Figura 3. Representación esquemática de los estadios de la autofagia. La privación del factor de 
crecimiento, la inflamación o la falta de nutrientes son algunas de las señales que regulan la activación de 
la autofagia. Se activa el complejo ULK1/2 que fosforila y activa al complejo Beclina1-PI3KC3. El 
sistema cíclico ATG9 proporciona las membranas necesarias procedentes de diferentes donantes para la 
formación del autofagosoma. La formación del autofagosoma también requiere la acción de dos sistemas 
de conjugación de  ubiquitina, ATG8 y ATG12, para su elongación y formación. La proteína LC3 pasa a 
ser la forma citosólica LC3-I mediante la acción de ATG4B y posteriormente sufre modificaciones pos-
traduccionales y genera la forma LC3-II al unirse a la fosfatidiletanolamina mediante la acción de ATG5. 
La SQTM/p62 (p62) se une a las proteínas ubiquitiniladas y las conduce al autofagosoma, que se fusiona 
con un lisosoma y da lugar al autofagolisosoma. La carga citoplasmática del autofagolisosoma es 
degradada y será devuelta al citosol en forma de aminoácidos o ácidos grasos. 
 
Dos sistemas de conjugación de ubiquitina, ATG12 y ATG8, están implicados en 
la elongación de la membrana del autofagosoma (Figura 3). El complejo ATG12 está 
formado por las proteínas ATG5, ATG7, ATG10, ATG12 y ATG16L1 y el complejo 
ATG8 por las proteínas ATG3, ATG4/B/C/D, ATG7, ATG10, LC3A/B/B2/c y 
GABARAP/11/12/GATE-16 (Le Grand et al., 2011). Ambos complejos regulan la 
cadena ligera 3 de la proteína 1A/1B asociada a microtúbulo (LC3), el homólogo en 
mamíferos de Atg8. La proteasa ATG4B es responsable de romper el residuo C-terminal 
de la proteína LC3, generando así la forma citosólica LC3-I. Debido a la acción de las 
proteínas ATG7, ATG3 y ATG16L1, LC3-I se conjuga con la  fosfatidiletanolamina 
generando la forma LC3-II que se une a la membrana del autofagosoma (Figura 3) 
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(Feng et al., 2014). Los niveles relativos de LC3-II combinados con la degradación 
lisosomal de substratos autofágicos son un indicador del flujo autofágico. La proteína de 
unión a ubiquitina secuestrosoma 1 (SQSTM/p62) se une a LC3-I y a los agregados de 
proteínas ubiquitinadas y facilita su entrada en el autofagosoma (Figura 3). Por lo tanto, 
la degradación de SQSTM/p62 es dependiente de la autofagia y sus niveles 
correlacionan de forma negativa con los niveles de LC3-II (Bjorkoy et al., 2009, 
Klionsky et al., 2008, Bjorkoy et al., 2006, Klionsky et al., 2016).  
 
Finalmente, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma, conduciendo a la 
degradación de la carga por las enzimas hidrolíticas (Hurley y Schulman, 2014). 
 
1.1.2.3. Funciones de la autofagia durante el desarrollo embrionario 
 
La autofagia está generalmente considerada como un proceso inespecífico en el 
que se degradan todo tipo de componentes celulares, pero también puede ser un proceso 
selectivo para degradar orgánulos dañados o innecesarios, moléculas y patógenos 
(Reggiori y Ungermann, 2012). Durante el desarrollo embrionario, la autofagia es un 
proceso catabólico clave altamente regulado por señales hormonales y ambientales. 
Inmediatamente después del nacimiento, los neonatos se enfrentan a condiciones de 
ayuno hasta que reciben nutrientes de la leche materna. Se ha descrito que en este 
período crítico de 3-12 horas después del nacimiento se induce la autofagia en varios 
tejidos. Ratones deficientes en Atg3, Atg5, Atg7, Atg9, Atg16L mueren poco después de 
nacer a pesar de estar en apariencia sanos. En este contexto, se ha propuesto la autofagia 
como una fuente de energía, basado en el hecho de que estos mutantes muestran niveles 
reducidos de aminoácidos en sangre y en tejido adiposo (Aburto et al., 2012b, Kuma et 
al., 2004). Además, la autofagia contribuye al desarrollo del sistema nervioso en 
diferentes niveles. Un incorrecto funcionamiento de la autofagia afecta al número de 
progenitores neuronales y, más adelante en el desarrollo, puede afectar a la capacidad de 
las poblaciones neuronales para diferenciarse correctamente (Fimia et al., 2007). 
 
 Los ratones nulos en Ambra1, una proteína altamente expresada en el sistema 
nervioso y que se une a Beclina1, muestran proliferación excesiva de células 
neuroepiteliales, un aumento en la apoptosis y un patrón cerebral incorrecto (Fimia et 
al., 2007). También se ha descrito que la deficiencia de ULK1 causa una formación 
incorrecta de los axones de las neuronas de la capa granular del cerebelo (Tomoda et al., 
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1999). Además, se ha descrito que el ortólogo de ULK1 en Caenorhabditis elegans y en 
Drosophila melanogaster también está implicado en el correcto desarrollo de axones y 
neuritas (Mochizuki et al., 2011, Ogura et al., 2010). 
 
La autofagia también está implicada en la diferenciación de linfocitos y eritrocitos 
durante la hematopoyesis. Ratones quiméricos con células deficientes en Atg5 y Atg7 
presentaron defectos en la formación de linfocitos B y T, respectivamente (Pua et al., 
2007). El estudio de los ratones con células deficientes en Atg7 también demostró que  
los eritrocitos dependen de la autofagia para su correcto desarrollo (Mortensen y Simon, 
2010). Además, la autofagia suministra la energía necesaria para la supervivencia de los 
condrocitos y facilita la eliminación de los condrocitos terminales durante la formación 
del hueso (Srinivas y Shapiro, 2006). También se ha descrito la autofagia como un 
proceso clave en la adipogénesis y ha sido relacionada con la obesidad (Dong y Czaja, 
2011, Meng y Cai, 2011). 
 
Se ha descrito que la autofagia interviene en la formación del GAV y en el 
correcto desarrollo de la VO de embrión de pollo. Además, provee la energía necesaria 
para la eliminación de las células apoptóticas y su inhibición causa la desregulación del 
ciclo celular impidiendo la correcta diferenciación de los progenitores óticos (Aburto et 
al., 2012b, Magarinos et al., 2010). Los ratones nulos para el gen Atg4b presentan 
patologías relacionadas con el equilibrio, debidas a un defecto en el desarrollo de la 
otoconia vestibular. Además, ratones deficientes en Atg5 mueren al poco de nacer y 
muestran ausencia de otoconia o alteraciones en forma y/o tamaño de esta estructura 
(Marino et al., 2010). 
 
1.1.3. Estructura y función del oído interno adulto de mamíferos 
 
Anatómicamente el oído adulto de mamíferos se divide en tres partes: oído 
externo, oído medio y oído interno. El oído externo está formado por el pabellón de la 
oreja y por el conducto auditivo externo, que a través de la membrana timpánica se 
comunica con el oído medio. La membrana timpánica es la responsable de transformar 
las ondas sonoras en vibraciones mecánicas. El oído medio se sitúa en la cavidad 
timpánica y está formado por una cadena de huesecillos que se denominan martillo, 
yunque y estribo, que transmiten la vibración mecánica hacía la ventana oval de la 
cóclea (Figura 4). 
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Figura 4. Estructura del oído de mamíferos. Formado por el oído externo que se compone de pabellón 
auricular y conducto auditivo externo, el oído medio constituido por los huesecillos martillo, yunque y 
estribo y el oído interno formado por vestíbulo, los canales semicirculares y la cóclea. La sección 
transversal de la cóclea muestra la escala media situada entre la escala vestibular y timpánica. En la 
ampliación del órgano de Corti se muestra que las células ciliadas se localizan entre la membrana basilar 
y la membrana tectoria. Las CCI reciben inputs aferentes, mientras que las CCE reciben en su mayoría 
inputs eferentes. Abreviaturas: CCE, células ciliadas externas; CCI, células ciliadas internas; NC VIII, 
VIII nervio craneal. Figura adaptada de (Purves, 2004). 
 
El oído interno está formado por el órgano vestibular, responsable del equilibrio y 
el órgano auditivo, responsable de la audición (Figura 5a). La parte auditiva o coclear 
(Figura 5b) está dividida en tres compartimentos denominados escala vestibular (EV), 
escala media (EM) y escala timpánica (ET) (Figura 5c, d). Las EV y ET contienen un 
fluido similar al medio extracelular, rico en Na+ y Ca++ y pobre en K+, denominado 
perilinfa. A diferencia de estas escalas, la EM se encuentra la endolinfa, un fluido rico 
en K+ y pobre en Na+ y Ca++, esencial para la transducción del estímulo mecánico en 
estímulo eléctrico (Magariños et al., 2014). La EV y la ET están separadas entre sí por 
la membrana de Reissner, compuesta por dos estratos celulares que conforman una 
membrana avascular. Mientras que la ET y la EM están separadas por la membrana 
basilar.  
 
La cóclea tiene tres partes funcionales principales: el órgano de Corti (OC), la 
pared lateral formada por el ligamento espiral (LE) y la estría vascular (StV), y el 
ganglio espiral (GE) (Magariños et al., 2014) que se describirán a continuación en 
detalle: 
 
 Órgano de Corti 
 
 El OC es el receptor sensorial y está constituido por un epitelio altamente 
especializado formado por células ciliadas sensoriales y células de soporte que 
descansan sobre la membrana basilar. Las células ciliadas son células 
mecanorreceptoras donde se produce la transformación de la señal mecánica en la señal 
eléctrica que se interpretará en los centros auditivos del cerebro  (Gillespie y Muller, 
2009). El órgano de Corti presenta una única fila de células ciliadas internas (CCI), 
separada de tres filas de células ciliadas externas (CCE) (Figura 5e, f).  
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Figura 5. Citoarquitectura de la cóclea. a) Visión lateral del oído interno. Co, cóclea; V, vestíbulo; Do, 
dorsal y Cd caudal. b) Visión lateral de la cóclea donde se observa la estría vascular (Stv) pigmentada 
(flechas) y la ventana oval (Vo) y redonda (Vr). c) Corte transversal de la cóclea. Se muestran las tres 
escalas: vestibular (EV), media (EM) con el receptor auditivo (cuadrado) y timpánica (ET), y el ganglio 
espiral (GE). d) Detalle de una vuelta de la cóclea donde se observa el GE, y el órgano de Corti (OC) 
(cuadrado).  e) Histoquímica de faloidina (Phal) del OC que marca las células ciliadas internas (CCI) y 
externas (CCE) y las células pilares (CP). f) Detalle del OC que muestra las CCI y CCE marcadas con 
miosina VIIa (MyoVIIa) y las células de soporte marcadas con SOX2. g) Sección semifina del GE. h) 
microscopía electrónica del GE. SG-TI, neuronas tipo I. i) Detalle de la mielina compacta externa (CM) y 
la difusa interna (LM) de las SG-TI. j) Detalle de la EV compuesta de las células marginales (CM), 
células intermedias (CI) y basales (CB). LE, ligamento espiral. k) Inmunohistoquímica de la expresión de 
Kir4.1 que marca la Stv. l) Inmunohistoquímica de Na2+-K+ ATPasa que marca las CM de la EV.           
   Introducción 
 
27 
 
m-n) Epitelio sensorial del vestíbulo, detalle de la mácula y la cresta. o-p) Detalle de la mácula (o) y de la 
cresta (p) marcadas con myoVIIa (células ciliadas sensoriales) y neurofilamento (NF) (fibras nerviosas). 
Las flechas muestran las aferencias de las células ciliadas tipo I. Barras de escala: a-c, k, 0,5 mm; d, 100 
μm; e,f,j,l,m, 50 μm; g, 30 μm; h, 5 μm; i, 0,1 μm; j,k,l,m,n,o,p, 50 μm. Figura adaptada de (Magariños, 
2014) 
 
Las CCI llevan a cabo la transducción e inician la despolarización de las 
neuronas del GE, mientras que las CCE son las responsables del aumento de la 
sensibilidad y selectividad de la cóclea (Raphael y Altschuler, 2003). Ambos tipos de 
células ciliadas presentan en su parte apical un penacho de estereocilios dispuestos 
linealmente en las CCI y en forma de “W” en las CCE.En su polo basal las CCI poseen 
numerosas terminaciones sinápticas, mientras que en las CCE la densidad de inervación 
es mucho menor. Las CCI y CCE están separadas por las células de soporte 
denominadas pilares que forman el túnel de Corti. Además, existen otras células de 
soporte denominadas células de Deiters, Hensen y de Claudius que participan en la 
homeostasis iónica y metabólica coclear (Whitfield, 2015). 
 
 Ganglio espiral 
 
  Las neuronas auditivas son neuronas bipolares que tienen localizados sus somas 
en el GE (Figura 5g-i) (Nayagam et al., 2011). Estas neuronas proyectan sus axones 
hacia los núcleos cocleares del tronco encefálico y sus proyecciones dendríticas hacia 
las células ciliadas. Las neuronas de tipo I son el subtipo más abundante, están 
mielinizadas (95%) e inervan las CCI, mientras que las neuronas de tipo II (5%) no 
están mielinizadas e inervan mayoritariamente las CCE. La sinapsis de la inervación 
aferente de las neuronas auditivas con las las CCI y de las CCE es diferente. Cada 
neurona de tipo I hace sinapsis con una única CCI, que a su vez puede ser inervada por 
10-30 neuronas. Sin embargo, las neuronas tipo II se conectan con diferentes CCE 
(Stover y Diensthuber, 2011). Las células ciliadas también presentan inervación 
eferente cuya función es de regulación frente a una estimulación exacerbada o de 
modulación de la señal tras la sinapsis (Guinan, 2010). 
 
 Pared lateral 
 
La endolinfa presenta unas concentraciones específicas de K
+ 
y Na
+
 y un 
potencial positivo de aproximadamente +80mV, es el llamado potencial endococlear 
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(PE) (Morgenstern et al., 1982, Stover y Diensthuber, 2011). La regulación de la 
concentración de K
+
, ocurre principalmente en la StV, una estructura que forma la pared 
lateral y que está constituida por un gran número de capilares y por tres tipos de células 
organizadas en capas: las células basales (CB) e intermedias (CI) que se apoyan en los 
fibrocitos del ligamento espiral y las marginales (CM) que limitan con la endolinfa 
(Figura 5 j-l) (Hibino et al., 2010). Se ha descrito que las CI o melanocitos de la StV 
preservan la función coclear en situaciones de estrés (Murillo-Cuesta et al., 2010), y su 
alteración provoca sordera (Cohen-Salmon et al., 2007). Estas células presentan canales 
y transportadores de K
+
, encargados de determinar la concentración de iones adecuada 
para que se forme el PE, entre éstos cabe destacar el canal de K
+
 Kir4.1 y el 
transportador Na
+
/ K
+
-ATPasa (Figura 5k, l). Se ha descrito que tanto la inhibición 
selectiva de los canales Kir4.1 (Kusakari et al., 1978), como la ausencia de ellos en 
ratones nulos para este gen  reduce drásticamete el PE (Marcus et al., 2002) 
comprometiendo seriamente la función auditiva (Chen y Zhao, 2014). La pared lateral 
está formada, además de por la StV, por el ligamento espiral (LE), que está compuesto 
en su mayor parte por tejido conectivo (fibrocitos tipo I a tipo V) y es la zona donde 
existe un mayor número de capilares para el abastecimiento y drenaje del oído. Una de 
las funciones del LE se relaciona con el mantenimiento del equilibrio iónico en la 
cóclea. 
 
La parte vestibular del oído interno contiene los receptores del equilibrio, que 
están formados por células ciliadas especializadas, similares a las del órgano de Corti y 
organizadas en varios órganos sensoriales: tres crestas situadas en la base de los 
conductos semicirculares y cuya función es detectar la aceleración angular, y dos 
maculas, que son las responsables de detectar la aceleración lineal y la gravedad 
(Figura 5m-p) (Goldberg, 1991, Highstein et al., 2004). 
 
1.1.4. La transmisión del sonido 
 
Cuando se produce un estímulo acústico, la onda es percibida y amplificada por 
el oído externo, que posteriormente hace vibrar el tímpano. La vibración se transmite a 
lo largo de la cadena de huesecillos del oído medio (martillo, yunque y estribo), de tal 
forma que la base del estribo vibra en la ventana oval. Se transforman las vibraciones 
del aire en vibraciones de un líquido (perilinfa). La onda generada en la perilinfa viaja a 
lo largo de la cóclea desplazando la membrana basilar y se produce la flexión de los 
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cilios de las células ciliadas internas en contacto con la membrana tectoria, lo que 
desencadena una despolarización que activa los canales de calcio. Es en las células 
ciliadas donde se lleva a cabo el proceso de transducción mecanoeléctrica o conversión 
de la señal mecánica en electroquímica. Las células ciliadas internas transmiten su 
excitación a través de sinapsis químicas a los axones de las neuronas del GE. La 
liberación del neurotransmisor por parte de las células ciliadas modula la frecuencia de 
descarga de los axones, que viajan por el nervio vestibulococlear, el octavo par craneal, 
estableciendo sinapsis con las neuronas del núcleo coclear. 
 
Desde aquí los impulsos nerviosos llegan al complejo olivar superior, a los 
núcleos del lemnisco lateral y también se transmiten hacia el colículo inferior. 
Posteriormente la información se transmite al cuerpo geniculado, y finalmente la 
información se integrará en la corteza temporal (Nelken et al., 2014). La información 
del sonido viaja por una vía compleja que es multisináptica, paralela y ascendente 
(Nayagam et al., 2011). 
 
La tonotopía o selectividad frecuencial es la capacidad que posee la cóclea de 
separar espectralmente los sonidos en función de su frecuencia, de modo que pueden 
activar poblaciones concretas de fibras nerviosas auditivas. En la base de la cóclea se 
produce la transducción de las frecuencias altas, mientras que en el ápex se produce la 
transducción de las frecuencias bajas. La tonotopía se proyecta a lo largo de toda la vía 
auditiva (Leaver y Rauschecker, 2016). 
 
1.2. Hipoacusia y sordera 
 
La hipoacusia es la incapacidad total o parcial de la facultad de oír sonidos en 
uno o ambos oídos y se produce por alteraciones en cualquiera de los componentes de 
sistema auditivo. El estudio realizado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
en 2015 estima que en todo el mundo hay 360 millones de personas que sufren pérdida 
auditiva de moderada a severa, lo que supone un 5% de la población mundial. De los 
afectados 32 millones son niños y casi una de cada tres personas mayores de 65 años 
padecen pérdida de la audición, que conlleva, si no es tratada, a una comunicación 
deficiente y puede agravar el aislamiento social, la ansiedad, la depresión y el declive 
cognitivo. 
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La OMS clasifica la hipoacusia en diferentes niveles de gravedad en función de 
dónde se sitúe el umbral de audición medido en decibelios (dB): leve (<40 dB), 
moderada (41-70 dB), grave (71-90 dB) y profunda (>90 dB). Se habla de sordera total 
o cofosis como sinónimos de hipoacusia profunda (Varela-Nieto et al., 2013). Si 
atendemos a las frecuencias afectadas, puede tratarse de frecuencias bajas (por debajo 
de 500 hercios (Hz)), frecuencias medias (entre 501-2000 Hz) y frecuencias altas (por 
encima de 2000 Hz). 
 
La hipoacusia puede ser hereditaria, siendo la más frecuente la autosómica 
recesiva (Shafique et al., 2014); o adquirida, que a su vez puede ser prenatal, perinatal o 
postnatal. Se ha descrito que la hipoacusia adquirida en adultos puede estar producida 
por infecciones virales (Cohen et al., 2014) o bacterianas,  agentes ototóxicos y 
medicamentos (Schacht et al., 2012), traumatismos acústicos (Mulders et al., 2011) o 
exposición prolongada a ruido (Sanz et al., 2015) y envejecimiento (presbiacusia) 
(Allen y Eddins, 2010). Puesto que la dieta es uno de los pocos factores de riesgo 
potencialmente modificables para prevenir la hipoacusia, se ha investigado también el 
impacto de la conducta nutricional en la audición (Martinez-Vega et al., 2015).  
 
El estudio sobre las causas que subyacen a las dos formas de pérdida auditiva 
neurosensorial, hereditaria y adquirida, ha avanzado enormemente en los últimos 20 
años. Sin embargo, los tratamientos para la hipoacusia avanzan lentamente y 
generalmente consisten en la amplificación del sonido cuando la hipoacusia es leve o 
moderada, e implantación coclear para pérdidas graves o profundas. En la actualidad, 
están empezando a emerger estudios para restaurar la función normal del órgano de 
Corti a través de técnicas como la regeneración de las células ciliadas, terapias génicas y 
mediante fármacos (Muller y Barr-Gillespie, 2015, Lustig y Akil, 2012).  
 
1.2.1 Pérdida auditiva inducida por ruido (NIHL) 
 
La pérdida de audición inducida por ruido (NIHL) es la segunda forma más 
común de sordera en sociedades industriales y constituye una prioridad de salud pública 
importante. Se produce cuando hay una exposición a sonidos de intensidad suficiente 
como para dañar el oído y resultar en pérdida auditiva temporal o permanente. La 
gravedad de la pérdida auditiva depende de las características del ruido (nivel, 
frecuencia, duración y patrón temporal) y de la susceptibilidad genética (Ohlemiller et 
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al., 2011). Según la intensidad y duración del ruido podremos encontrar dos tipos de 
daño: trauma acústico y exposición prolongada a ruido (JAMA, Consensus conference, 
1990). Se denomina trauma acústico cuando la exposición al ruido es breve, pero de 
gran intensidad (más de 140 dB) y ocasiona una pérdida auditiva permanente en todas 
las frecuencias, y exposición prolongada a ruido cuando la exposición es de intensidad 
moderada o alta y durante tiempos largos.  
 
 Se ha descrito que la exposición a un ruido excesivo produce sordera 
neurosensorial debido a la pérdida de la mayoría de las poblaciones celulares de la 
cóclea. Las CCI y especialmente las CCE son las más susceptibles al ruido. Además, las 
células situadas en la base de la cóclea son las más sensibles y las que se pierden 
primero y las últimas en dañarse son las situadas en el ápex. El daño en los estereocilios 
de las células ciliadas conduce a una alteración grave en la integridad estructural de 
estas células y se ha relacionado con el cambio del umbral de forma permanente en 
muchas especies (Hamernik y Qiu, 2000, Chen et al., 2003, Hu et al., 2006, Bohne et 
al., 2007). Los estereocilios de las células ciliadas pueden romperse, fusionarse o perder 
las uniones tip-link que llevan a la pérdida de integridad estructural (Tanaka et al., 
2009). Además, también se han descrito defectos en la sinapsis del nervio y la pérdida 
de fibrocitos (Hirose y Liberman, 2003, Wang et al., 2002).  
 
1.2.2  Susceptibilidad genética a la NIHL 
 
Uno de los factores que están implicados en la NIHL es la susceptibilidad 
genética. Estudios en seres humanos han evidenciado diferencias significativas entre 
sujetos resistentes y vulnerables al ruido. Los genes cuyos polimorfismos se han 
relacionado con la susceptibilidad a daño por ruido incluyen genes relacionados con la 
circulación de iones de K
+
, como KCNE1 y KCNQ4 (Malgorzata et al 2009) o con el 
estrés oxidativo, como PON1, PON2 y SOD2 (Fortunato et al., 2004), entre otros 
(Sliwinska-Kowalska y Davis, 2012). 
 
Estudios en animales modificados genéticamente también demuestran que la 
susceptibilidad genética es un factor fundamental en el NIHL. Los ratones con fondo 
genético C57BL/6 y BALB/c son particularmente vulnerables al ruido, mientras que 
ratones CBA/Ca parecen ser más resistentes. Este hecho se debe a que en los ratones 
C57BL/6 se ha determinado la presencia del alelo Ahl, en el cromosoma 10, e 
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incrementa la susceptibilidad al daño por ruido (Gratton et al., 2011, Ohlemiller et al., 
2011, Ou et al., 2000). Además, los ratones deficientes en Sod1 y Gpx1, dos genes que 
están implicados en los mecanismos antioxidantes celulares, son más susceptibles al 
NIHL que los animales con genotipo silvestre (Ohlemiller et al., 1999, Ohlemiller et al., 
2000). También se han descrito genes implicados en el NIHL como la fosfoproteína 
estimulada por vasodilatadores (VASP) o genes implicados en la regulación iónica 
(Pmca2, Cp) (Carlsson et al., 2005, Gratton et al., 2011, Harding et al., 2005). Los 
genes propuestos como mediadores del daño por ruido apuntan al calcio, el hierro, las 
especies reactivas de oxígeno (ROS) (Ohlemiller, 2006), proteínas transportadoras 
como GLAST y proteínas del citoesqueleto como la distrofina (Chen et al., 2002, 
Hakuba et al., 2000).  
 
1.2.3. Mecanismos moleculares de la NIHL 
 
Las características audiológicas y la morfología coclear de la NIHL en ratones 
están bien caracterizadas, pero hasta la fecha el proceso molecular que subyace a la 
NIHL no se conoce bien. 
 
La exposición a ruido provoca la alteración en la expresión coclear de algunas 
proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), como la quinasa regulada por 
señales extracelulares (ERK), la proteína quinasa activada por mitógenos 14 (p38) y la 
quinasa c-Jun N-terminal (JNK). Se ha descrito que se produce un aumento de los 
niveles de MEK fosforilada (p-MEK) y de ERK fosforilada (p-ERK) a las 3-6 horas 
después de la exposición a ruido en ratones, como respuesta protectora al trauma 
acústico en el epitelio sensorial y el ligamento espiral de la cóclea (Maeda et al., 2013). 
Está generalmente aceptado que las MAPK quinasas JNK y p38 actúan como quinasas 
inducidas por estrés y cuyas fosforilaciones conducen a la apoptosis. Se ha descrito que 
la NILH no varía los niveles de la p-38 fosforilada (p-p38), pero sí se ha observado un 
aumento de los niveles de p38 total que sugiere la necesidad de síntesis de proteínas de 
novo tras un trauma acústico (Maeda et al., 2013). Otra de las vías que activa la NIHL 
es la vía JNK. Se ha observado un incremento de la JNK fosforilada (p-JNK) en el 
epitelio sensorial, en el ligamento espiral y en las neuronas del ganglio espiral a las 3 
horas después de la exposición a ruido (Maeda et al., 2013). Además, se ha descrito que 
utilizando inhibidores de la JNK se bloquea la apoptosis y disminuye la extensión del 
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daño coclear y la hipoacusia causada por el ruido (Bielefeld et al., 2011, Harris et al., 
2005). 
 
Los mecanismos moleculares de la NIHL también incluyen la formación de 
radicales libres y estrés oxidativo (Fetoni et al., 2013), disminución del flujo sanguíneo 
coclear, excitotoxicidad por glutamato, desequilibrio de calcio e inflamación coclear 
(Henderson et al., 2006).  
 
1.2.3.1. NIHL e inflamación 
 
Tradicionalmente se ha considerado que la cóclea estaba aislada 
inmunológicamente, sin embargo, la inflamación coclear se ha asociado con muchas 
situaciones que causan pérdida de la audición como la otitis, enfermedades autoinmunes 
de oído interno y principalmente la ototoxicidad (Abi-Hachem et al., 2010, Murillo-
Cuesta et al., 2015). En los últimos años se ha considerado la inflamación como un 
proceso clave en la NIHL. Se ha descrito la participación de citoquinas proinflamatorias 
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), la interleuquina 1 beta (IL-1β) y la 
interleuquina 6 (IL-6) en la cóclea después de la exposición a ruido (Fujioka et al., 
2006, Ichimiya et al., 2000, Nakamoto et al., 2012, Satoh et al., 2002). La familia del 
factor de crecimiento transformante beta (TGF-β)  está implicada en la respuesta 
inflamatoria de ratones adultos (Prud'homme, 2007). Se ha descrito que en las primeras 
24 horas después de la exposición al ruido hay un aumento en la expresión de los genes 
Tgfb1 y TgfbR1, y una disminución de Tgfb2 y TgfbR2. También se ha descrito que el 
tratamiento con inhibidores de TGF-β1 disminuye los niveles de p-38α y aumenta la 
actividad de la enzima antioxidante manganeso superóxido dismutasa (MnSOD). Por lo 
tanto, TGF-β1 desempeña un papel importante en la fase inflamatoria inicial y el 
tratamiento con los inhibidores del TGF-β1 mejora la NIHL (Murillo-Cuesta et al., 
2015). 
 
1.2.4. Funciones de la autofagia en la fisiopatología del oído interno adulto 
 
Además de las funciones descritas durante el desarrollo, la autofagia juega un 
papel clave en los tejidos adultos. Se ha descrito que la inducción de la autofagia 
resuelve la inflamación, aminora el envejecimiento y protege de la neurodegeneración 
(Menardo et al., 2012, Nixon, 2014, Rubinsztein et al., 2011). La autofagia tiene un 
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papel esencial en las neuronas adultas. Las proteínas autofágicas Ambra1 y Beclina1 
son esenciales para la correcta neurogénesis adulta mediante el control de la 
supervivencia de células precursoras neurales en la zona subventricular del cerebro de 
ratón (Yazdankhah et al., 2014). Además, la autofagia contribuye a la homeostasis 
mediante la eliminación de agregados proteicos perjudiciales y organelas dañadas. Se ha 
descrito que la supresión de la autofagia conduce a la acumulación de agregados 
proteicos (Komatsu et al., 2006), por tanto, la eliminación continua de proteínas difusas 
citosólicas mediante la autofagia basal es esencial para prevenir la acumulación de 
proteínas anormales, que pueden interrumpir la función neuronal y en última instancia 
conducen a la neurodegeneración (Hara et al., 2006, Son et al., 2012). Este papel 
citoprotector es tan importante que la autofagia se ha propuesto como un proceso 
esencial para la determinación de la esperanza de vida en mamíferos (Lopez-Otin et al., 
2013).  
 
El papel de la autofagia en el oído interno ha sido poco estudiado hasta la fecha. 
Se ha descrito la presencia de autofagosomas en células ciliadas expuestas a ototóxicos. 
Aunque normalmente las células mueren en respuesta a este daño, no se ha podido 
determinar si la autofagia está promoviendo la supervivencia o la muerte de estas 
células (Taylor y Kirkegaard, 2008). La activación de la autofagia por rapamicina 
reduce el daño ótico causado por el cisplatino, un agente ototóxico, cuyo uso continuado 
produce sordera neurosensorial irreversible (Fang y Xiao, 2014).  
 
1.3. Papel del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 en el 
desarrollo del oído interno y en la función auditiva 
 
El factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1) pertenece a la 
familia de polipéptidos de la insulina, estructuralmente relacionados y altamente 
conservados a lo largo de la evolución. Desempeñan un papel central en el desarrollo 
embrionario y la homeostasis del sistema nervioso adulto mediante mecanismos 
endocrinos, autocrinos y paracrinos (Liu et al., 2014). Los miembros de esta familia son 
la insulina, los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) 1 y 2 y la relaxina, 
entre otros, presentes en diferentes especies. Éstos péptidos se unen a receptores 
específicos de la membrana plasmática de las células diana, que pueden agruparse en 
dos categorías: los receptores tipo tirosina quinasa (el receptor de la insulina, IR, y el 
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receptor de alta afinidad del IGF-1, IGF1R) y el receptor tipo manosa 6 fosfato (IGF2R) 
(Murillo-Cuesta et al., 2011).  
 
Se ha descrito la presencia de esta familia de polipéptidos en el oído interno de 
mamíferos (Okano et al., 2011). Se ha observado en etapas embrionarias de ratón 
mediante hibridación in situ de los genes Igf1, Igf2 y Igf1r que el Igf1 se expresa en la 
región medial de la cresta epitelial mayor de los conductos cocleares y en la futura StV. 
La expresión del Igf2 se solapa con la del Igf1en la región medial del conducto coclear, 
pero no se ha observado expresión en la StV. Además, Igf2 se expresa en el borde 
lateral del conducto coclear y en el mesénquima circundante. El receptor, Igf1r, se 
expresa ampliamente en el conducto coclear, incluido el dominio prosensorial, en la 
futura membrana de Reissner y en el ganglio espiral (Okano et al., 2011). 
 
La actividad del IGF-1, tanto su interacción con el receptor como su 
biodisponibilidad, está modulada por las proteínas de unión a IGF1 (IGFBP) que se 
expresan en la cóclea de varias especies (Cho et al., 2002, Park et al., 2007, Okano y 
Kelley, 2013). Las IGFBP son péptidos comprendidos entre 200 y 300 aa, con puentes 
disulfuro y carbohidratos en su interior que resultan de vital importancia para poderse 
unir al IGF-1 y a la superficie celular respectivamente. Se han descrito varias acciones 
de las IGFBP dependiendo del contexto fisiológico, entre ellas, secuestrar e inhibir al 
IGF-1 y actuar como reservorio del IGF-1, prolongando así su vida media en 
circulación. Cuatro de las IGFBP (IGFBP2-5) se expresan siguiendo patrones 
específicos y complementarios durante el desarrollo coclear. Se ha descrito que los 
niveles de expresión de los genes que codifican para las proteínas de unión a IGF-1, 
Igfbp2 e Igfbp3, presentan niveles altos en cócleas de ratones E15,5, y posteriormente 
esta expresión disminuye. Estos datos sugieren que las IGFBP pueden actuar, en 
función del tipo celular, regulando de manera muy precisa la activación de la 
señalización del sistema IGF durante el desarrollo de la cóclea (Sanchez-Calderon et al., 
2010, Okano y Kelley, 2013).  
 
El IGF-1 tiene un papel fundamental en el correcto desarrollo y funcionamiento 
del oído interno en mamíferos y es un factor clave para la diferenciación, maduración y 
su mantenimiento. Se ha descrito el fenotipo de los ratones nulos para Igf1: presentan 
baja tasa de supervivencia, menor tamaño de la cóclea, y un retraso general del 
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desarrollo del órgano de Corti (Figura 6) (Murillo-Cuesta et al., 2011) También se ha 
publicado que los ratones nulos para Igf1 presentan un cerebro más pequeño 
acompañado de alteraciones en regiones cerebrales como el hipocampo, el córtex 
cerebral, el cerebelo y el bulbo olfatorio (Murillo-Cuesta et al., 2011).  
 
La deficiencia de IGF-1 en el oído interno del ratón afecta a la diferenciación de 
las neuronas auditivas, y causa la inervación anormal del órgano de Corti. También se 
ve afectada la mielinización del octavo par craneal y del ganglio coclear, que en ratones 
nulos aparece reducida. Además, en estadios postnatales, desde P5 a P20, las neuronas 
son dependientes de IGF-1, y se observa una gran pérdida por apoptosis de neuronas en 
el GE de ratones nulos (Camarero et al., 2001). Además, el déficit de  IGF-1, causado 
por mutaciones en el gen que codifica para dicha proteína, produce sordera 
neurosensorial profunda en el ratón y en el hombre (número del catálogo Online 
mendelian inheritane in man (OMIM) 147440) (Varela-Nieto et al., 2013).  
 
Al nivel molecular se ha descrito que los ratones nulos muestran una mayor 
expresión de Igf1r respecto los silvestres. También presentan una reducción del 25% en 
las formas activadas de las proteínas ERK1/2 y de la proteína quinasa B (AKT) y un 
gran aumento en la MAPK quinasa p38 activada. Por lo tanto, la deficiencia de IGF-1 
en la cóclea disminuye la actividad de las vías de señalización que regulan la 
proliferación y la supervivencia, y aumentan aquellas implicadas en la respuesta celular 
al estrés  (Sanchez-Calderon et al., 2010). 
 
También se ha estudiado el papel del IGF-1 en el oído interno de pollo y se ha 
descrito que es necesario para la supervivencia y la proliferación celular en explantes de 
vesículas óticas. Además, juega un papel clave en la supervivencia y la diferenciación 
de los neuroblastos en la VO de pollo (Frago et al., 2003, Frago et al., 1998, Sanz et al., 
1999). En cultivos organotípicos de explantes de VO, la adición de IGF-1 exógeno 
causa un aumento en el número de células de la VO y en el GAV asociado, y su 
presencia reproduce, en los explantes, el patrón de morfogénesis normal que tiene lugar 
en el esbozo ótico del embrión (Leon et al., 1995).  
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Figura 6. Principales características del fenotipo neural y coclear del ratón nulo Igf1. a) 
Los ratones nulos para Igf1 presentan pérdida de poblaciones neurales, hipomielinización, alteraciones 
vestibulares, velocidad de conducción periférica reducida, el bulbo olfatorio reducido y sordera 
neurosensorial profunda. b) Corte transversal de las cócleas de ratones silvestres y nulos para Igf1 teñidas 
con violeta de cresilo. En los ratones nulos se observa una cóclea más pequeña, menor mielinización, 
menos neuronas de menor tamaño, la membrana tectoria inmadura y una inervación aberrante de las 
células ciliadas. Figura adaptada de (Murillo-Cuesta et al., 2011). 
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El bloqueo de la actividad del IGF-1 endógeno en explantes de VO de pollo 
inhibe la formación del GAV y aumenta la muerte celular, indicando que el IGF-1 es 
esencial para la formación del GAV y para promover supervivencia en los precursores 
óticos (Camarero et al., 2003). Por lo tanto, los datos existentes sugieren que la 
proliferación, la diferenciación y la supervivencia de los progenitores neurales óticos de 
pollo dependen del IGF-1.  
 
El IGF-1 en función del contexto celular tiene acciones opuestas sobre la 
maquinaria autofágica. El IGF-1 disminuye la autofagia en las células epiteliales 
mamarias mediante la activación de mTOR (Sobolewska et al., 2009). Por el contrario, 
en cultivos de neuronas de Purkinje, el IGF-1 promueve la autofagia induciendo la 
fusión de autofagosomas con lisosomas (Bains et al., 2009). Además, la inhibición de la 
señalización de los receptores de insulina e IGF-1 disminuye el número de 
autofagosomas tanto en cultivos celulares como in vivo (Renna et al., 2013). Esta 
disminución está causada por defectos en la endocitosis, un proceso implicado en el 
suministro del substrato de la membrana para formar los precursores de autofagosomas 
(Renna et al., 2013). 
 
1.3.1. Vías de señalización del IGF-1 
 
El IGF-1 se une a la subunidad α de su receptor de alta afinidad IGF1R y activa 
vías de señalización que afectan a múltiples sustratos intracelulares que a su vez median 
los efectos tróficos del IGF-1 (Figura 7).  La actividad tirosina quinasa en la subunidad 
β del IGF1R una vez activado produce la autofosforilación del mismo (Leroith et al., 
1995). Las vías de señalización activadas por el IGF-1 son la vía PI3K/AKT y la 
cascada de fosforilación RAF/MEK/ERK, que tienen un papel clave en la transmisión 
de las señales de los receptores de la membrana celular al núcleo a través de 
interacciones con otras proteínas. Además, se ha descrito que el IGF-1 modula otras 
quinasas como la MAP quinasa p38, que a su vez modula la expresión y la actividad de 
fosfatasas, quinasas y factores de transcripción, como el factor potenciador específico 
de miocito 2 (MEF2), que conduce a la regulación del ciclo celular y el metabolismo 
(Figura 7) (Cuenda y Nebreda, 2009). 
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1.3.1.1. Vía de señalización PI3K/AKT    
 
El IGF1R activado se une y fosforila a una serie de proteínas adaptadoras de la 
familia de los sustratos para el receptor de insulina (IRS), que al activarse interaccionan 
con varias proteínas, entre ellas la PI3K, y se inicia la vía de señalización PI3K/AKT 
(Figura 7) (Sanchez-Calderon et al., 2007). PI3K activa AKT, una molécula nodal que 
a su vez puede inhibir o activar la actividad de otras proteínas implicadas en la muerte 
celular programada y la regulación del ciclo celular. Entre las dianas de AKT se 
incluyen el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (p27
Kip
), mTOR, los factores de 
transcripción de tipo forkhead box (FOX) o proteínas pro-apoptóticas como el promotor 
de muerte asociado a B-XL/Bcl2 (BAD) y Caspasa-9 (Faes y Dormond, 2015).  
 
 
 
Figura 7. Mecanismos de señalización del IGF-1. Una vez activado el receptor tirosina quinasa IGF1R, 
tras la unión del ligando IGF-1, se activan una serie de vías de transducción de la señal interconectadas 
que promueven la supervivencia y la proliferación o bloquean la apoptosis, dependiendo del contexto 
celular (Figura adaptada de Rodríguez-de la Rosa et al., 2011). 
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El estudio de los ratones nulos para los genes de Akt1 y Akt2 ha demostrado que 
estas proteínas tienen un papel fundamental en el crecimiento celular y la supervivencia, 
puesto que presentan apoptosis y una mayor susceptibilidad al daño celular (Chen et al., 
2006). Además, los niveles de Akt1 regulan la supervivencia, proliferación y renovación 
de progenitores neuronales en respuesta a señales extrínsecas (Sinor y Lillien, 2004). Se 
ha descrito la importancia de la vía PI3K/AKT para la supervivencia y proliferación de 
los neuroblastos óticos, así como, para mantener estas células indiferenciadas durante el 
desarrollo temprano del oído interno de pollo (Aburto et al., 2012a). Por lo tanto, la vía 
de la PI3K/AKT es fundamental para el control de la supervivencia celular mediante la 
inactivación de las rutas pro-apoptóticas y la regulación del ciclo celular. 
 
1.3.1.2. Vía de señalización RAF/MEK/ERK  
 
Las proteínas IRS también activan otras proteínas como GRB2 y SOS, que están 
implicadas en la ruta de activación de la proteína RAS. Una vez activa, RAS 
desencadena la cascada de fosforilaciones de las MAPK quinasas, a través de las serina 
treonina quinasas RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma). Las proteínas RAF quinasas 
fosforilan y activan a MEK, y ésta a su vez fosforila a la quinasa regulada por señal 
extracelular (ERK), que se translocará al núcleo donde activa por fosforilación varias 
proteínas nucleares y citoplasmáticas (Lavoie y Therrien, 2015). Entre ellos están los 
factores de transcripción c-JUN, c-FOS y del antígeno nuclear de proliferación celular 
(PCNA), que al elevarse sus niveles aumenta la proliferación celular (Chang et al., 
2003, Kyosseva, 2004) (Figura 7).  
 
1.3.1.2.1. Familia de las RAF quinasas.  
 
El gen Raf fue encontrado inicialmente en dos tipos de virus diferentes, el 
retrovirus común de aves Mill Hill 2 (MH2), y el sarcoma de virus de ratón (MSV) 
(Matallanas et al., 2011). Ulf Rapp y colaboradores clonaron por primera vez C-Raf de 
mamíferos, el homólogo del oncogén V-raf del MSV (Rapp et al., 1983), y 
posteriormente fueron identificados A-Raf y B-Raf (Figura 8). Las aves, a diferencia de 
los mamíferos, solo poseen dos genes, los homólogos de B-Raf y de C-Raf. Estas 
proteínas muestran especificidad tisular: A-RAF es ubicua y sus funciones se han 
asociado con el tráfico endocítico (Nekhoroshkova et al., 2009), los ratones nulos A-Raf 
mueren a los 20 días después del nacimiento debido a defectos neuronales y distensión 
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intestinal (Pritchard et al., 1996). Evolutivamente B-RAF es la isoforma más ancestral y 
tiene una alta expresión en sistema nervioso y gónadas (Pfeiffer et al., 2013). Aunque 
las tres proteínas RAF pueden fosforilar su diana ERK, B-RAF es la más eficiente, y 
por lo tanto, desempeña un papel central en la fisiopatología de la proliferación celular 
(Galabova-Kovacs y Baccarini, 2010). C-RAF se expresa también de forma ubicua 
(Craig et al., 2008, Storm et al., 1990), está estrechamente asociada al cáncer (Ceteci et 
al., 2011), desempeña un papel en la supervivencia celular (Mikula et al., 2001) y se ha 
descrito su expresión y su papel regulador en el oído interno del pollo en desarrollo 
(Magarinos et al., 2010, Sanz et al., 1999). Un porcentaje de los ratones nulos para C-
Raf, dependiendo del fondo genético, presentan letalidad embrionaria, y su viabilidad 
post-natal no excede de los cuarenta días. Experimentos con ratones mutantes muestran 
que la letalidad es debida a la apoptosis masiva del hígado (Polzien et al., 2010). 
 
1.3.1.2.2. Estructura y regulación de las RAF quinasas   
 
La regulación de las RAF quinasas es compleja y requiere la integración de otras 
vías de señalización así como interacciones intramoleculares, procesos de fosforilación 
y defosforilación e interacciones proteína-proteína (Chong et al., 2003).  Las tres 
isoformas de RAF presentan homología estructural pero también muestran variaciones 
significativas. Las RAF quinasas presentan varias regiones conservadas denominadas 
CR1, CR2 y CR3 con actividad de fosforilación (Figura 8a) (Baljuls et al., 2011, 
Fischer et al., 2009, Osborne et al., 2012).  La activación de estas proteínas comienza 
con su reclutamiento a la membrana mediante RAS, que se une a la región CR1 de 
RAF. El papel de la región CR2, rica en serina y treonina, está menos estudiado, sin 
embargo, se sabe que la fosforilación de CR2 parece afectar a la localización y 
activación de RAF (Figura 8a). En la membrana plasmática el dominio efector de RAS 
unido a guanosín trifosfato (GTP) se une a RAF, y esta unión reorienta la molécula de 
RAF y se inducen cambios conformacionales en el dominio catalítico activo CR3, de 
forma que ahora ésta expone residuos que pueden ser fosforilados, regiones de unión a 
proteínas adaptadoras y regiones susceptibles de sufrir procesos de homo y 
heterodimerización  (Figura 8a) (Leicht et al., 2007). La mitad N-terminal de RAF, 
compuesta por CR1 y CR2, es considerada como un dominio regulador negativo, que 
ayuda a mantener un estado inactivo de la proteína en ausencia de estímulo. Se ha 
descrito que una deleción en esta mitad N-terminal da lugar a proteínas 
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constitutivamente activas y oncogénicas en una amplia variedad de tipos celulares 
(Pritchard et al., 1995). Las proteínas RAF también facilitar la supervivencia de la 
célula al interactuar directamente con otras proteínas como 14-3-3, a través de 
mecanismos independientes de su actividad quinasa (Cseh et al., 2014, Molzan et al., 
2010, Polzien et al., 2011). C-RAF, en su forma inactiva se halla en el citosol asociada a 
otras proteínas formando complejos. Una de estas proteínas es la tirosina 3-
monooxigenasa/triptófano 5-monooxigenasa (14-3-3), que tiene dominios de unión de 
fosfoserinas y forma dímeros, de modo que puede conectar entre sí proteínas que 
contienen los citados grupos. En C-RAF la 14-3-3 se une a dos fosfoserinas, una en 
cada dominio, contribuyendo a estabilizar la forma inactiva. Se ha descrito que la unión 
de C-RAF a la proteína 14-3-3 interrumpe la interacción Ras-C-RAF e inhibe el 
reclutamiento de la membrana plasmática mediada por Ras de C-RAF. Se han 
identificado en la 14-3-3 tres sitios de unión a C-RAF: en la serina (ser) 233, ser259 y 
ser621. La unión de la 14-3-3 a C-RAF en la ser233 y la ser259 tienen un papel 
inhibitorio, mientras que la unión de la 14-3-3 en la ser621 activa C-RAF (Figura 8b) 
(Molzan et al., 2010, Matallanas et al., 2011).  
 
1.3.1.2.3. Funciones de las RAF quinasas   
 
Las funciones de la familia de las RAF quinasas han sido ampliamente 
investigadas en todos los contextos celulares debido a que juega un papel fundamental 
durante el desarrollo del organismo, en la regulación del ciclo celular, proliferación y 
diferenciación celular, supervivencia y apoptosis. Las tres RAF quinasas presentan 
funciones redundantes pero también específicas dependiendo del contexto celular y 
temporal (Camarero et al., 2006, Kern et al., 2013, Wellbrock et al., 2004). Los 
resultados obtenidos con ratones trangénicos B-Raf knockin (ratones nulos para B-Raf 
que expresan A-Raf bajo el promotor de B-Raf) indican que hay funciones que pueden 
realizar las tres proteínas, pero que también cada una de ellas presenta funciones 
específicas, al menos en el sistema nervioso, como en procesos de migración de 
neuronas corticales (Camarero et al., 2006). Las RAF quinasas también están 
implicadas en motilidad celular, cicatrización de heridas y desarrollo de células del 
sistema inmune (Leicht et al., 2007). Además, la familia de las RAF quinasas participa 
en procesos tumorales. Muchos estudios se han centrado en el papel cancerígeno de las 
proteínas RAF (Mcarthur, 2015), tanto en su papel directo en el cáncer como en su 
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participación en la transformación de sus efectores, especialmente RAS y receptores de 
factores de crecimiento (Schreck y Rapp, 2006). Se han encontrado mutaciones de las 
proteínas RAF quinasas en multitud de tipos de cánceres, causadas, generalmente, por 
exceso de actividad de la proteína. B-RAF es especialmente susceptible a alteraciones 
de ganancia de función debido a presentar un residuo de serina fosforilado 
constitutivamente, mientras que en A y C-RAF este residuo está regulado (Zebisch y 
Troppmair, 2006), de hecho el gen B-Raf está mutado en el 40-60% de los melanomas 
(Fedorenko et al., 2015).   
 
Se ha descrito que las RAF quinasas juegan un papel esencial en el oído interno de 
vertebrados. La ruta RAF-MEK-ERK está implicada en la proliferación y la 
supervivencia de los precursores neuroepiteliales de la vesícula ótica de pollo 
(Magarinos et al., 2010). Las dos isoformas se expresan en las neuronas óticas pero 
presentan una distribución subcelular distinta. B-RAF se expresa abundantemente en 
cuerpos celulares y en los procesos neuronales, mientras la expresión de C-RAF está 
más restringida al citoplasma (Magarinos et al., 2010). B-RAF y C-RAF juegan 
diferentes roles en la proliferación celular y la supervivencia, respectivamente durante el 
desarrollo temprano del oído interno de pez y pollo (Li et al., 2013, Magarinos et al., 
2010, Magarinos et al., 2012, Sanz et al., 1999). La sobreexpresión de C-RAF en 
cultivos organotípicos de vesículas óticas de pollo, produce un aumento de la 
proliferación celular y reduce la diferenciación celular, por lo que es necesario un 
control estricto de los niveles de C-RAF para la correcta coordinación de los procesos 
biológicos que operan simultáneamente en el desarrollo temprano del oído interno (Sanz 
et al., 1999).  
 
En ratones la proteína ERK se activa como parte de la respuesta de reparación de 
lesiones cocleares (Hayashi et al., 2013, Maeda et al., 2013). Cabe destacar que la 
deficiencia en C-RAF está implicada en algunos síndromes raros humanos cuyos 
síntomas incluyen la sordera, como son los síndromes de Noonan (NS5; OMIM 
611553) y Leopard (LPRD2; OMIM 611554) (Freeman et al., 2013, Molzan et al., 
2010, Pandit et al., 2007, Tartaglia et al., 2011). Hasta la fecha, los mecanismos 
subyacentes a las funciones que tiene C-RAF en los órganos auditivos de mamíferos no 
están bien estudiados, y no se ha investigado el impacto de la deficiencia crónica de C-
RAF en la audición. 
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Figura 8. Estructura conservada de la familia de las RAF quinasas. a) Estructura común de las tres 
isoformas. Las RAF quinasas presentan tres regiones conservadas (CR) a lo largo de la evolución, iguales 
en todas sus isoformas y entre especies. CR1 tiene un dominio de unión a RAS y un dominio rico en 
cisteína, mientras que la región CR2 es rica en serina y treonina. Estas dos regiones forman la mitad N-
terminal de la proteína. Por último, CR3 presenta el dominio catalítico y presenta un domio de unión a 
ATP y un segmento de activación. El código de colores se indica en la figura. b) Comparación de la 
estructura y residuos de fosforilación entre las tres isoformas. A-RAF está formada por 606 aminoácidos 
(aa), C-RAF por 648 aa y B-RAF por 765 aa. En color rojo aparecen los sitios de que activan la 
fosforilación, en negro los sitios inhibitorios y en azul los sitios que tienen ambas funciones. Figura 
adaptada de (Matallanas et al., 2001). Abreviaturas: aa, aminoácidos; CR, regiones conservadas.
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
Estudios previos habían demostrado la importancia de la interrelación entre el 
IGF-1 y las RAF quinasas en la morfogénesis del oído interno del pollo (Gallus 
domesticus). En paralelo, se evidenció la importancia de la autofagia en la formación 
del ganglio acústicovestibular y en el correcto desarrollo de la vesícula ótica del pollo. 
El IGF-1 es fundamental en el mantenimiento de la función auditiva en mamíferos, y se 
han descrito diferentes funciones de la autofagia y de C-RAF en el oído adulto de ratón 
(Mus musculus), particularmente durante la respuesta al estrés. 
 
Con estos antecedentes, la hipótesis de trabajo fue que las dianas intracelulares del 
IGF-1, concretamente los miembros de la familia de las RAF quinasas A-Raf, B-Raf y 
C-Raf estarían implicadas en el correcto desarrollo y en el mantenimiento de la función 
del oído interno en el ratón. Así como que la deficiencia de C-Raf causaría sordera 
neurosensorial profunda bilateral. Por último, se planteó que la regulación de la 
autofagia por IGF-1 podría ser un proceso clave en la el desarrollo perinatal del oído 
interno de ratón y durante el envejecimiento. 
 
 Los objetivos generales de este trabajo fueron  profundizar en el estudio de las 
vías de señalización activadas por el IGF-1 en el desarrollo y la función del oído interno 
de mamíferos, utilizando para ello la especie M. musculus. En este contexto, se plantea 
el estudio del papel de C-RAF y de la evolución de la expresión de la maquinaria 
molecular de la autofagia en el oído interno. 
 
Para ello se desarrollaron los siguientes objetivos concretos: 
 
1.  Estudiar el patrón de expresión de los factores de crecimiento 
insulínico (IGF) y de los miembros de la familia de las RAF quinasas A-Raf,  
B-Raf, y C-Raf en ratones deficientes en Igf1, C-Raf y ratones silvestres en 
estadios prenatales (E15,5 y E18,5) y postnatales y adultos (P0, P5, P15, P20, 
P30-60, P150, P270 y P365). 
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2. Estudiar el nivel de activación en la cóclea de las vías PI3K/AKT y 
de la cascada RAF-MEK-ERK en ratones deficientes en Igf1, C-Raf y silvestres 
en estadios prenatales (E18,5) y postnatales (P30-60 y P270). 
  
3. Estudiar la presencia de la maquinaria molecular de la autofagia en 
el oído interno en estadios prenatales (E18,5) y postnatales (P0, P30-60, P150, 
P270 y P365). Así como, estudiar el papel que tiene el IGF-1 en este proceso 
utilizando para ello ratones deficientes en Igf1 y animales con genotipo silvestre. 
 
4. Estudiar la morfología y citoarquitectura del oído medio y la del 
interno en ratones deficientes en C-Raf y silvestres. 
  
5. Realizar un estudio funcional de la respuesta auditiva de los ratones 
deficientes en C-Raf comparándola con la del genotipo silvestre y determinar si la 
deficiencia en el gen C-Raf causa o no alteraciones morfológicas o celulares 
durante el desarrollo prenatal y postnatal. 
 
6. Evaluar la susceptibilidad de los ratones heterocigotos en C-Raf al 
daño causado por ruido en comparación con los animales silvestres, y estudiar los 
potenciales mecanismos moleculares implicados. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
MATERIALES Y  
MÉTODOS
  
 
Materiales y métodos 
 
51 
 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Los materiales utilizados fueron de calidad analítica. Sólo se indican las casas 
comerciales de aquellos de especial relevancia. Si no se indica la temperatura en el 
método descrito es que se ha realizado a temperatura ambiente. 
 
3.1. Mantenimiento de los ratones y determinación de su genotipo 
 
Los animales utilizados para la realización de esta tesis doctoral han sido 
mantenidos y sacrificados mediante procedimientos experimentales que cumplen la 
legislación de la Directiva de la Unión Europea (2010/63/UE), la legislación española 
RD (53/2013) y cuentan con la aprobación del Comité de Bioética del CSIC. Para la 
realización de este trabajo se han utilizado dos modelos experimentales de ratones 
genéticamente modificados que se describen a continuación. 
 
3.1.1. Colonia Igf1 
 
Se han utilizado ratones que tienen interrumpidas las dos copias del gen Igf1 
(Igf1
-/-
), ratones heterocigotos (Igf1
+/-
) y sus hermanos de camada con genotipo silvestre 
(Igf1
+/+
) como control. El fondo genético de los animales fue un híbrido de OlaMF1 
Hscl y 129sv/Ec/Tac para aumentar la supervivencia del ratón deficiente en Igf1 (Liu et 
al., 1993). La supervivencia postnatal de los ratones nulos osciló entre 10-20%, y menos 
de un 5% sobrevivieron pasado el año de edad (Riquelme et al., 2010). No se han 
observado diferencias que puedan interferir en nuestro estudio entre los ratones macho y 
hembra y ambos han sido utilizados en este trabajo. En concreto, el número de ratones 
macho con genotipos salvaje y nulo en este estudio han sido los siguientes: 5 y 8 de 
P30-60, 5 y 3 de P90, 3 y 1 de P150, 7 y 8 de P270 y 3 y 1 de P365, respectivamente. 
En cuanto a ratones hembras con genotipo salvaje y nulo se han utilizado 8 y 6 de P30-
60, 2 y 1 de P90, 1 y 2 de P150, 8 y 7 de P270 y 0 y 3 de P365, respectivamente. La 
extracción del ácido desoxirribonucleico (ADN) para la identificación del genotipo de 
estos animales se realizó utilizando el kit REDExtract-N-AmpTMTissue PCR (xnat, 
Sigma). Para ello, se cortó una porción de las colas de los ratones, y se incubaron con 
solución de extracción y de preparación de tejido durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. Posteriormente, se incubó a 95ºC durante 3 minutos y se añadió solución de 
neutralización para detener la reacción. Finalmente, se conservó a 4ºC hasta su 
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utilización. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) posterior fue llevada a cabo 
con un programa de ciclos térmicos formado por:  
 
 Desnaturalización inicial: 1 ciclo a 94ºC durante 10 minutos  
 30 ciclos de: 
 Desnaturalización: 94ºC durante 1 minuto 
 Acoplamiento de oligonucleótidos: 59ºC durante 1 minuto 
 Elongación: 72ºC durante 1 minuto 
 Elongación final: 1 ciclo a 72ºC durante 10 minutos 
 Mantenimiento: 4ºC 
 
El alelo silvestre de Igf1 fue detectado utilizando los siguientes 
oligonucleótidos: Igf1For (5´-GTC TAA CAC CAG CCC ATT CTG ATT) e Igf1Rev 
(5´-GAC TCG ATT TCA CCC ACT CGA TCG) que generan un amplicón de 250 pb. 
El casete de resistencia a la neomicina fue detectado utilizando los oligonucleótidos 
NeoF (5´-GCT TGG GTG GAG AGG CTA TCC) y NeoR (5´-CCA GCT CTT CAG 
CAA TAT CAC GGG) produciendo una banda de 658 pb (Figura 9a). 
 
3.1.2. Colonia C-Raf 
 
El segundo modelo experimental utilizado en este estudio ha sido el de ratones 
que tienen interrumpido el gen C-Raf (C-Raf
-/-
), en heterocigosis (C-Raf
+/-
) y sus 
hermanos de camada con genotipo silvestre (C-Raf
+/+
) como control. Estos ratones 
fueron facilitados por el Dr. Ulf Rapp del Instituto de Bioquímica Max Planck. 
Tübingen, Alemania (Wojnowski et al., 1998). El fondo genético de los animales fue 
OlaMF1. Para la identificación de los genotipos de los ratones se realizó la extracción 
de ADN mediante el kit REDExtract-N-AmpTMTissue PCR (xnat, Sigma) como se ha 
descrito en el apartado anterior. Posteriormente se realizó una PCR que fue llevada a 
cabo con un programa de ciclos térmicos compuesto por:  
 
 Desnaturalización inicial: 1 ciclo a 94ºC durante 5 minutos  
 29 ciclos de: 
 Desnaturalización: 94ºC durante 1 minuto 
 Acoplamiento de oligonucleótidos: 55ºC durante 1 minuto 
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 Elongación: 72ºC durante 1 minuto 
 Elongación final: 1 ciclo a 72ºC durante 10 minuto 
 Mantenimiento: 4ºC 
 
Los oligonucleótidos de C-Raf con los que se llevó a cabo el genotipado fueron 
los siguientes: c-rafkoA (5´-ACA GAA AGT GTA GCT GCA GTG A), c-rafkoB (5´-
ATT GAT TTG ATT GCC AGG TAT GAT) y c-rafkoC (5´-TGC GTC CAA TCC 
ATC TTG TTC AA). Para amplificar el alelo silvestre (335 pb) los oligonucleótidos 
fueron c-rafkoA y c-rafkoB, mientras que para detectar un fragmento del casete de 
neomicina (450 pb) se utilizaron c-rafkoA y c-rafkoC (Figura 9b). 
 
 
 
Figura 9. Análisis del genotipo de ratones mutantes Igf1 y C-Raf. Imagen de un gel de agarosa al 1% 
con SYBR® Safe DNA Gel Stain (ThermoFisher Scientific) en el que se separaron los productos de 
amplificación de la PCR mediante electroforesis. a) En los ratones Igf1+/- se observó el amplicón del alelo 
silvestre (250pb) y el amplicón del fragmento del casete de neomicina (658 pb), mientras que en los 
ratones Igf1+/+ e Igf1-/- sólo se amplificó un gen, Igf1 o Neo respectivamente. b) En los ratones C-Raf+/- se 
observó el amplicón del alelo silvestre (335pb) y el amplicón del fragmento del casete de neomicina (450 
pb), mientras que en los ratones C-Raf+/+ y C-Raf-/- se observó únicamente el amplicón del alelo silvestre 
(335pb) o el amplicón del fragmento del casete de neomicina (450 pb), respectivamente. M, marcador de 
peso molecular (100pb); C-, control negativo. 
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3.2. Evaluación in vivo de la respuesta auditiva 
 
El grado de audición de los ratones se evaluó mediante la técnica de potenciales 
evocados auditivos del tronco cerebral o ABR (Auditory Brainstem Responses).  La 
prueba de audición ABR es una técnica neurofisiológica no invasiva que permite la 
determinación del umbral auditivo y de la velocidad de conducción nerviosa entre las 
diferentes regiones del tronco cerebral. Se basa en la estimulación auditiva con sonidos 
de características conocidas (frecuencia, intensidad, velocidad de estimulación, etc) y el 
posterior registro de la actividad eléctrica generada por las neuronas en varias estaciones 
de la vía auditiva mediante electrodos colocados en posiciones estándar: en el vertex 
(electrodo activo), en el área ventrolateral al oído de registro, en este caso el derecho 
(electrodo de referencia) y en la región lumbar (electrodo de tierra).  
 
El registro consta de una serie de ondas que aparecen a los 10 milisegundos 
siguientes a la presentación del estímulo sonoro. En el ratón se pueden observar 5 picos 
correspondientes a la actividad sináptica de los núcleos consecutivos a lo largo de la vía 
auditiva en el tronco del encéfalo: la cóclea y nervio auditivo (I), núcleo coclear (II), 
complejo olivar superior (III), lemnisco lateral (IV) y colículo inferior (V) 
respectivamente (Parham et al 2001).  
 
Para la realización de esta técnica se anestesiaron los animales mediante una 
inyección intraperitoneal con una mezcla anestésica de ketamina (100 mg/kg; Imalgene, 
Merial) y xilacina (10 mg/kg; Rompun, Laboratorios Bayer). Posteriormente, se 
colocaron los ratones dentro de una caja de registro insonorizada, con el pabellón 
auditivo a una distancia fija de 5 cm respecto al altavoz. Se utilizaron dos estímulos 
auditivos distintos, tipo click formado por una mezcla de frecuencias desde 0 a 48 
kilohercios (kHz), y tonos puros que van de 8 a 40 kHz, generados por el programa 
SigGenRPTM (Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL, USA). Los estímulos tipo 
click y tonos puros fueron presentados con una frecuencia de 30 y 50 pulsos por 
segundo respectivamente. Las ondas de ABR fueron recogidas en intervalos de 5 y 10 
dB del nivel de presión sonora (dB SPL) a partir de la intensidad máxima de 90 dB SPL 
hasta 10 dB SPL y la respuesta eléctrica fue amplificada, registrada, promediada y 
analizada con el programa BioSigRPTM (Tucker-DavisTM Technologies). Esta técnica 
se realizó por el servicio ENNI (servicio de Evaluación Neurosensorial No Invasiva) del 
Materiales y métodos 
 
55 
 
Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” de Madrid (CSIC-UAM), 
(http://www.iib.uam.es/servicios/nine/en/intro.en.html).  
 
3.3. Pérdida auditiva inducida por ruido 
 
Para el estudio de la respuesta a ruido en animales C-Raf
+/+
 y C-Raf
+/-
 de dos 
meses de edad se realizó un ABR basal, como se ha descrito en el apartado anterior, 
para confirmar que los ratones presentaban una función auditiva normal. Un par de días 
después, se introdujeron los ratones despiertos en una cámara reverberante, diseñada 
para alcanzar el máximo nivel de ruido con la mínima desviación en la zona central de 
la exposición (Cobo y Cuesta, 2009), y fueron expuestos a un ruido de alta frecuencia 
durante 30 minutos a una intensidad de 110 dB SPL. Este ruido fue diseñado por el 
programa Wavelab Lite (Wavelab Lite, Steinberg Media Technologies GMBH, 
Hamburg, Germany). Para determinar la magnitud de la alteración en el umbral de 
audición (dB SPL) y en las latencias de la onda (en milisegundos, ms) de los animales 
expuestos a ruido se realizaron pruebas de ABR, como se describe en el apartado 
anterior, a los 2, 14, 28 y 35 días después de la exposición al ruido (Sanz et al., 2015). 
Estas pruebas se realizaron en paralelo con animales C-Raf
+/+
 y C-Raf
+/-
 no expuestos a 
ruido. 
 
3.4. Evaluación de la función vestibular 
 
Se realizó la evaluación de la función vestibular de ratones nulos para el gen C-
Raf, ratones heterocigotos y ratones de genotipo silvestre de edad P20-40. Primero, se 
observaron los ratones para comprobar si presentaban patrones anormales en el 
comportamiento asociado a trastornos vestibulares como girar sobre sí mismo, tener la 
cabeza inclinada, o presentar una marcha anormal. Posteriormente, se evaluó el 
comportamiento de los ratones con los test que se describen a continuación. Esta técnica 
se realizó por el servicio ENNI del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto 
Sols” de Madrid (CSIC-UAM). Se realizó mediante la adaptación de protocolos 
estándares (http: Empress.har.MRC.AC.uk). 
 
3.4.1.  Prueba de la curvatura del tronco 
 
Esta prueba se realizó cogiendo a los ratones por la cola y presentándoles una 
superficie horizontal. Los ratones que no presentaban trastornos vestibulares alcanzan la 
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superficie mientras que los ratones con un deterioro vestibular presentan un 
enrollamiento hacia su abdomen, conocido como avance abdominal. 
 
3.4.2.  Prueba de reposicionamiento 
 
Para la realización de esta prueba se colocaron los ratones en un tubo de 
metacrilato de 3 cm de diámetro para que sus cuatro patas estuvieran en contacto con la 
parte inferior del tubo y la parte dorsal de los animales estuviese en contacto con la 
parte superior del tubo. Posteriormente se giró el tubo 180°, volcando el animal y se 
observó si los ratones volvían a la posición original. Por lo contrario, los animales que 
presentan alguna disfunción vestibular permanecen invertidos. 
 
3.4.3.  Prueba de natación 
 
Se colocaron los ratones en un recipiente con al menos 15 cm de profundidad 
con agua a 24-26°C, lo cual permite nadar al ratón. Se observó durante un minuto a 
cada ratón y se evaluó su capacidad para nadar. Los animales con disfunciones 
vestibulares presentan comportamientos de natación anormales tales como nadar de 
forma circular, nadar de lado o presentar flotación inmóvil. 
 
3.5. Obtención y preparación de las muestras para el análisis morfológico de la 
cóclea 
 
Los ratones adultos de diferentes estadios: P5, P15, P20, P30-60, P90, P150, 
P270 y P365 se anestesiaron profundamente con una mezcla de pentobarbital sódico 
(Dolethal 100 ml, Vétoquinol) y posteriormente fueron perfundidos con 
paraformaldehído (PFA) al 4% con tampón salino fosfato (PBS; pH 7,4). A 
continuación se aislaron los oídos internos, se realizó una post-fijación en solución de 
fijación (PFA al 4%) durante 24 horas y se descalcificaron durante 8-10 días con ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,3M [pH 6,5] a 4º C. Los embriones de estadios 
E15,5 y E18,5 fueron sacrificados mediante decapitación, después de anestesiar y 
perfundir a la madre como se describió anteriormente, y las cabezas de los embriones 
fueron post-fijadas en solución de fijación (PFA al 4%) durante 24 horas. 
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3.5.1.  Inclusión en gelatina y congelación 
 
Se lavaron las muestras varias veces en PBS (pH 7,4) durante 24 horas y se 
realizó un tratamiento para criopreservar los tejidos, sumergiendo los oídos internos y 
las cabezas de embriones en una solución de sacarosa al 15% en PBS (pH 7,4) a 4º C 
durante toda la noche, y posteriormente en una solución de sacarosa al 30% en PBS a 4º 
C durante toda la noche. A continuación, se sumergieron en una solución de 15% de 
sacarosa (Sigma) y 10% de gelatina (Panreac) en PBS (pH 7,4) durante 30 minutos a 
37º C. Se orientó adecuadamente la muestra en moldes para realizar los bloques de 
gelatina y se dejó solidificar a 4º C. Una vez cortados los bloques de gelatina, se 
congelaron a -70º C en alcohol isopropílico (2-propanol), al que se añadió hielo seco 
para alcanzar dicha temperatura. Las criosecciones se obtuvieron con un micrótomo 
criostático (Leica CM 1900) con un grosor de 10 μm.  
 
3.5.2.  Inclusión en parafina 
 
Se lavaron las muestras en agua destilada dos veces durante 30 minutos. 
Posteriormente se introdujeron en una serie de etanoles (Merck) de concentración 
creciente (70%, 80%, 96%, 100%) durante 1 hora en cada uno de ellos. A continuación, 
se sumergieron los oídos internos de ratones adultos y las cabezas de los embriones en 
xilol (Scharlau) 2 veces durante 1 hora y posteriormente se introdujeron las muestras en 
parafina durante toda la noche para llevar a cabo el proceso de inclusión. Posteriormente 
se realizó el bloque mediante el dispensador de parafina, introduciendo la pieza con la 
orientación deseada en el casete. Las secciones de 5 μm se obtuvieron con un 
microtomo automático Leica RM 2255. 
  
3.6. Análisis morfológico y funcional de la cóclea 
 
3.6.1.  Análisis morfológico e inmunohistoquímica en secciones en parafina 
 
Las secciones realizadas en parafina se utilizaron para el análisis de la 
citoarquitectura mediante tinción con hematoxilina-eosina y violeta de cresilo al 0,1% 
(Fluka; Sigma-Aldrich Quimica). Para ello se desparafinaron e hidrataron las secciones, 
primero en xilol, después en etanoles con concentraciones decrecientes (100%, 95%, 
70%, 50%) y finalmente sumergiéndolas en agua destilada. A continuación, para la 
tinción con hematoxilina-eosina se tiñeron las secciones durante 1 minuto con 
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hematoxilina, se viró en agua durante 5 minutos y se sumergió en eosina 30 segundos. 
Para la tinción de violeta de cresilo al 0,1% se sumergieron las secciones en este 
colorante durante 5 minutos. Posteriormente, se volvieron a hidratar las secciones en 
concentraciones crecientes de etanol (50%, 70%, 95%, 100%), xilol y finalmente se 
montaron utilizando Entellan (Merck Millipore). Las tinciones se analizaron con un 
microscopio Axiophot (Zeiss) de luz transmitida y epifluorescencia y se realizó la 
captura de imágenes con la cámara acoplada al microscopio DP70 (Olympus) con el 
sistema de captura de imágenes DP Controller. 
 
Las secciones realizadas en parafina también fueron destinadas para estudios de 
inmunohistoquímica, en los cuales, después de desparafinar las secciones y rehidratarlas 
como se ha descrito anteriormente, se inhibió la peroxidasa endógena mediante PBS + 
agua oxigenada H2O2 (5%). Posteriormente, se realizó el bloqueo de los lugares 
inespecíficos en solución de bloqueo (PBS-Tritón 0,05%, suero bovino adulto (BSA) 
3%, suero normal de cabra (NGS) 3%, pH 7) y se incubó con el correspondiente 
anticuerpo primario (Tabla 1) diluido en PBS-Tween 0,05%, Tritón 0,1%, pH 7,4 
durante toda la noche a 4ºC. Tras esto, se incubó con el apropiado anticuerpo secundario 
biotinilado (1:200, CHEMICON) durante 2 horas, seguido de una tercera incubación 
(1:200, streptavidin-HRP, Sigma) de 1 hora. Por último, se reveló con diaminobencidina 
(DAB), se deshidrataron, como se describió anteriormente, y se montaron utilizando 
Entellan (Merck Millipore). Estas inmunohistoquímicas se analizaron con un 
microscopio Axiophot (Zeiss) de luz transmitida y epifluorescencia y se realizó la 
captura de imágenes con la cámara acoplada al microscopio DP70 (Olympus) con el 
sistema de captura de imágenes DP Controller. 
 
Las fotos fueron tomadas con objetivos de 4X, 20X, 40X y 63X usando los 
mismos parámetros de iluminación para cada objetivo y capturadas mediante el 
programa DPController (v.1.1.1.65, Olympus Optical). Posteriormente, se utilizó el 
programa informático Photoshop CS4 y CS6 (Adobe systems) para el procesamiento 
final de las fotos.  
 
3.6.2.  Inmunohistofluorescencia en criosecciones 
 
Para estudios de inmunohistofluorescencia se utilizaron secciones en criostato. 
Después de permeabilizar con PBS-T (0,05%) pH 7,4, las secciones se bloquearon en 
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solución de bloqueo (PBS-Tritón 0,05%, BSA 3%, NGS 3% pH 7) durante 1 hora. 
Posteriormente se incubó con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 1), 
diluidos en PBS-Tween 0,05%, Tritón 0,1%, pH 7,4 durante toda la noche a 4ºC. 
Después, se incubaron con los anticuerpos secundarios (1:200, Alexa 546; Alexa 488, 
Invitrogen). Por último, se llevó a cabo el montaje con el medio Prolong Gold con 4´, 6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) (Invitrogen) para identificar los núcleos. La fluorescencia 
en secciones se analizó de dos formas distintas:  
 
A) Con un microscopio de fluorescencia Nikon 90i utilizando los filtros para 
DAPI, FITC y TexasRed. Las imágenes fueron capturadas por la cámara 
digital acoplada (DS-QiMc) con objetivos de 4X, 20X, 40X, 63X y 100X 
usando los mismos parámetros para cada objetivo y procesadas mediante el 
programa NisElements 3.01. 
 
B) Con un microscopio confocal espectral LSM710 (Zeiss). Se utilizaron los 
objetivos 20, 40 y 63X y se tomaron imágenes de planos cada 2 µm en el eje 
Z para cada uno de los fluorocromos utilizados (láseres 488 y 561). El 
programa de adquisición y análisis de imagen que se utilizó fue el Zen2009. 
 
Posteriormente, se utilizó el programa informático Photoshop CS4 y CS6 (Adobe 
systems) para el procesamiento final de las fotos.  
 
3.6.3.  Cuantificación de la inmunohistofluorescencia 
 
La cuantificación de las inmunohistofluorescencias se realizó, al menos, en 3 
animales de cada genotipo/grupo experimental, y de cada animal se analizaron 1 ó 2 
portas con cuatro cortes equivalentes en cada porta. Las imágenes fueron capturadas con 
un microscopio de fluorescencia Nikon 90i utilizando los filtros para FITC y TexasRed 
por la cámara digital acoplada (DS-QiMc). Se utilizaron los objetivos de 10X y 20X 
usando los mismos parámetros para cada objetivo. Posteriormente se procesaron las 
imágenes mediante el programa ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
USA). La cuantificación con ImageJ se realizó de dos formas distintas según el tipo de 
anticuerpo utilizado, como se describe a continuación: 
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3.6.3.1.  Cuantificación por intensidad de señal 
 
Se realizó este tipo de cuantificación para los anticuerpos neurofilamento, 
sinaptofisina, Kir4.1, mielina P0, KCNQ1 y LC3b. Primero se substrajo el 
fondo de todo el conjunto de imágenes de cada anticuerpo por igual, para 
visualizar exclusivamente la señal específica. Posteriormente, se eliminaron 
los puntos brillantes (outliers) que no forman parte de la señal. 
Seguidamente, se seleccionó en una de las imágenes el área correspondiente 
de interés en la cóclea originando así una “región de interés” o ROI (región 
of interest) y se trasladó dicho ROI al resto de las imágenes. Finalmente, se 
obtuvieron los datos de la intensidad de señal por cada pixel, que varía de 0 
a 255, dentro del ROI generado para cada imagen.  
 
3.6.3.2.  Cuantificación por número de células positivas 
 
Se realizó este tipo de cuantificación para los anticuerpos Sox2 y miosina 
VIIa. Primero se substrajo el fondo de todo el conjunto de imágenes de cada 
anticuerpo por igual, para visualizar exclusivamente la señal específica. 
Posteriormente, se seleccionaron las células positivas para la señal y se 
obtuvieron los datos del número de células seleccionadas en el área de 
interés para cada imagen. 
 
3.7. Extracción y análisis de proteínas 
 
3.7.1.  Extracción de proteínas 
 
Para la extracción de proteínas de cóclea, vestíbulo y cerebro se utilizaron 3-6 
ratones por cada grupo experimental de distintos estadios (E18,5, P20, P90 y P270). 
Para ello se utlizó el kit Ready Prep Protein Extraction (BioRad 163-2086). Se 
homogeneizaron en 100-150 µl de buffer de extracción (2-D Rehydratation-Sample 
Buffer) al que se le añadió 0,01% del agente reductor tributilfosfina (TBP), y 0,01% de 
inhibidores de proteasas (P8340) y fosfatasas (P5726) (Sigma). Posteriormente, se 
centrifugaron a 16.000 g durante 30 minutos, y se guardó el sobrenadante a -80ºC hasta 
su posterior utilización.  
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Tabla 1. Resumen de los anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquímica y 
Western blotting.  
Anticuerpo Tipo Proveedor/Cat # Concentración 
écnica)n/ 
Anti-14-3-3ζ/δ D7H5 RbP Cell Signaling/7413 1:1000 (WB) 
Anti-β-actina Mou
M 
Sigma/A5441 1:5000 (WB) 
Anti-Akt1/2 GP Santa Cruz/sc-1619 1:1000 (WB) 
Anti- Akt
Ser473
 foforilada RbP Cell Signaling/9271 1:1000 (WB) 
Anti-A-RAF RbP Santa Cruz/sc-408 1:1000 (WB) 
Anti-B-RAF H145 RbP Santa Cruz/sc-9002 1:1000 (WB) 
Anti-B-RAF fosforilada RbP Cell Signaling/ 2696 1:1000 (WB) 
Anti-C-RAF fosforilada Mou
M 
BD/ 610152 1:500 (WB) 
Anti- C-RAF RbP Cell Signaling/9427 1:1000 (WB) 
Anti-ERK RbP Cell Signaling/9102 1:1000 (WB) 
Anti- ERK fosforilada 
fosforiladaV fosforilada 
RbP Cell Signaling/ 9101 1:1000 (WB) 
Anti-SAPK/JNK RbP Cell Signaling/ 9252 1:1000 (WB) 
Anti-SAPK/ fosforilada 
(Thr183/Tyr185) 
RbP Cell Signaling/ 4668 1:1000 (WB) 
Anti-KCNQ1 RbP Santa Cruz/sc-20816 1:200 (IHC) 
Anti-Ki 67 Rb
M 
Master Diagnostica/0264-02 1:200 (IHC) 
Anti-Kir4.1 RbP Chemicon/AB5818 1:200 (IHC) 
Anti-LC3B RbP Cell Signaling/ 2775 1:100 (IHC) 
Anti-LC3 RbP MBL/ PD014 1:1000 (WB) 
Anti-mielina P0 ChP NOVUS Biologicals/NB100-
1607 
1:100 (IHC) 
Anti-miosina VIIa RbP Proteus/ PT-25-6790 1:150 (IHC) 
Anti-Na
+
/K
+
- ATPasa RbP Upstate/06-171 1:400 (IHC) 
Anti-neurofilament Mou
M 
Millipore 1:100 (IHC) 
Anti-P38 MAP kinase RbP Cell Signaling/9212 1:2000 (WB) 
Anti- P38 MAP fosforilada RbP Cell Signaling/9211 1:5000 (WB) 
Anti-PARP-1 RbP Santa Cruz/sc-7150 1:1000 (WB) 
Anti-sinaptofisina RbP DAKO/IR776 1:100 (IHC) 
Anti-Sox2 GP Santa Cruz/sc-17320 1:50 (IHC) 
Anti-SQSTMI/p62 RbP MBL/PM045 1:1000 (WB) 
 
Tipo de anticuerpo: RbP, policlonal de conejo; RbM, monoclonal de conejo; MouM, monoclonal de 
ratón; GP, policlonal de cabra; ChP, policlonal de pollo. Abreviaturas: IHC, inmunohistoquímica; WB, 
Western blotting. 
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3.7.2.  Cuantificación de proteínas 
 
La cantidad de proteína de las muestras se determinó con el kit RC DC-protein 
assay (BioRad 500-0119) utilizando BSA como muestra estándar para calcular la recta 
patrón. Las medidas de absorbancia, con una longitud de onda de 750 nm, fueron 
obtenidas utilizando VERSAmax Tunable Microplate Reader (Molecular Devices) y el 
programa Softmax Pro (Molecular Devices). 
 
3.7.3.  Determinación de los niveles de proteína y su grado de activación 
mediante Western blotting 
 
El análisis de los niveles de proteínas y/o su grado de activación fue llevado a 
cabo mediante Western blotting (WB). Se llevó a cabo la electroforesis en geles “Mini-
Protean-TGX”, AnyKd o del 10% (BioRad), cargando la misma cantidad de proteína. El 
tampón de electroforesis utilizado consta de 10% de Tris-glicina, 1% de dodecilsulfato 
sódico al 10% (SDS) y 89% de agua destilada, pH 8,3. Posteriormente, se transfirieron 
las proteínas a una membrana Trans-Blot Turbo, Midi Format, 0,2 um PVDF (Biorad 
456-9033), utilizando el equipo Trans Blot Turbo (BioRad) según las instrucciones del 
fabricante. Para comprobar si la transferencia se realizó correctamente, se tiñeron los 
geles durante 10 minutos en agitación con azul de Coomassie y posteriormente se 
destiñeron con una solución que contiene 20% metanol y 8% ácido acético. Después, se 
bloquearon las membranas en solución de bloqueo formada por 5% leche en polvo 
deshidratada o BSA (Sigma) según indique la casa comercial del anticuerpo utilizado y 
tampón tris salino (TBS), 0,05% Tween, pH 7, durante 1 hora y seguidamente, se 
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 1) diluidos en una 
solución compuesta por 1% leche en polvo o BSA, TBS 1X, 0,05% Tween, pH 7, 
durante toda la noche a 4º C. Posteriormente, se lavaron las membranas y se incubaron 
con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano 
(HRP, horseradish peroxidase) (1:3000, anti-mouse-HRP, ATOM; 1:3000, anti-rabbit-
HRP, BioRad; 1:3000, anti-goat-HRP, Santa Cruz) durante una hora. A continuación, se 
llevó a cabo el revelado utilizando un sistema de quimioluminiscencia con el kit ECL-
Plus (Clarity Western ECL Substrate, BioRad 170-5060) y se visualizó y se capturaron 
las imágenes en el equipo ImageQuant LAS 4000 mini (GE, Healthcare). Las bandas se 
cuantificaron por densitometría con el programa de procesamiento ImageQuanTL 8.1 
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(GE, Healthcare). Se utilizaron distintos tiempos de exposición para asegurarnos de que 
las bandas no estuviesen saturadas. 
 
3.8. Análisis del transcriptoma de la cóclea mediante arrays 
 
3.8.1.  Extracción de ARN 
 
Para el análisis del transcriptoma coclear se diseccionaron las cócleas de 6 
ratones Igf1
+/+
 y de 6 ratones Igf1
-/-
 de estadio E18,5 y se realizó la extracción de ácido 
ribonucleico (ARN). Se realizaron 3 experimentos independientes por cada genotipo 
que constaron de 2 ratones cada uno. Se extrajo el ARN total y se homogenizó el tejido 
de cada muestra en 1 ml de Trizol (Invitrogen) por cada 50-100 mg de tejido y se 
incubó durante 5 minutos. Se añadió cloroformo (0,2 ml, v:v Trizol), se agitó durante 15 
segundos y se incubó 3 minutos. Después, se centrifugó a 11.200 revoluciones por 
minuto (rpm) durante 15 minutos a 4º C y se separó la interfase de ARN. Se añadieron 
7,5 μg de glucógeno (Sigma), para co-precipitar el ARN. Después se añadieron 0,5 ml, 
v:v Trizol y se incubó durante 10 minutos. A continuación, se centrifugó a 11.200 rpm 
durante 10 minutos a 4º C y se eliminó el sobrenadante. Posteriormente se realizó un 
lavado con etanol al 75 % y se centrifugó a 7.200 rpm durante 5 minutos a 4º C. Se dejó 
secar el precipitado y se resuspendió en 25 μl de agua libre de ARNasas. Se incubó 
durante 10 minutos a 60º C y se eliminó el ADN residual mediante un tratamiento con 
ADNasa, utilizando el kit TURBO DNA-free kit (Applied Biosystems), según las 
instrucciones del fabricante. La integridad y concentración del ARN se determinaron 
con un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies).  
 
3.8.2.  Hibridación de los arrays 
 
A continuación, se generó el ADN complementario (ADNc) con el Kit “one-
Cycle cDNA Synthesis” a partir del ARN extraído. Posteriormente el ADNc fue 
purificado y utilizado como una plantilla para las reacciones de transcripción in vitro 
posteriores que se llevaron a cabo mediante la ARN polimerasa T7 y en presencia de 
nucleótidos biotinilados para la amplificación del ARN complementario (ARNc) y su 
marcaje con biotina. El ARNc fue hibridado a los arrays MOE430A Genechips® 
(Affymetrix, Santa Clara, CA). Por último, los chips se tiñeron con el complejo 
estreptavidina-ficoeritrina y se escanearon para digitalizar la señal (GeneChip® Scanner 
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3000 7G 4C, Affymetrix). La calidad de la hibridación se validó mediante controles de 
calidad internos utilizando genes constitutivos. El perfil de expresión coclear se analizó 
por triplicado utilizando GeneChip® Mouse Genome 430A2.0 Array (Affymetrix). Los 
resultados se depositaron en el repositorio de datos de genómica funcional pública GEO 
(Gene expresión Omnibus, http: www.ncbi.nlm.nih.govgeo) con número GSE11821. 
Esta técnica se realizó en la unidad de genómica del Centro de Investigación del Cáncer 
de Salamanca (CSIC-Universidad de Salamanca), (http://www.cicancer.org/es/unidad-
de-genomica).  
 
3.8.3.  Análisis de los niveles de expresión génica 
 
Para realizar la estimación de los niveles de expresión génica de los datos de 
arrays obtenidos con el GeneChip primero se realizó el análisis preliminar con el 
programa MAS5.0 (Affymetrix) y “Robust Multiarray Average” (RMA). Este análisis 
calcula la señal de expresión a partir de los datos crudos generados por los arrays de alta 
densidad de oligonucleótidos e indicó que había una variabilidad muy alta, que fue 
asociada a la variabilidad biológica y a la hibridación no específica. Esto se debe a que 
la mayoría de los genes específicos de tejido se expresa en niveles bajos en esta etapa 
del desarrollo y la señal de fondo de los genes comunes con otros tejidos genera una 
relación señal/ruido muy alta. Posteriormente, junto con la colaboración de la Dra. 
Marta Milo (Universidad de Sheffield), se utilizó el paquete de software PUMA del 
inglés “Propagating Uncertainty in Microarray Analysis” (http:www.bioconductor.org), 
en concreto el modelo Multi-mgMOS (multi-chip modified gamma model for 
oligonucleotide signal). La expresión génica se analizó de forma más exhaustiva 
mediante una combinación del análisis del fold change (FC) y del método de 
Probabilidad de cociente de registro positivo o PPLR (probability of positive log ratio) 
para reducir el número de falsos positivos. Esta probabilidad es una medida de las 
detecciones de falsos positivos en la expresión diferencial y permite la selección de los 
genes diferencialmente expresados (DE) seleccionados según la robustez de la 
predicción. En este estudio definimos los genes diferencialmente sobre-expresados en 
los ratones Igf1
-/-
 como aquellos que presentan un FC positivo mayor que 1 asociado 
con una probabilidad superior a 0,95. Por el contrario, definimos a los genes 
disminuidos diferencialmente expresados cómo aquellos que presentan un valor de FC 
negativo menor de -1 con una probabilidad asociada menor a 0,05. 
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3.9. Análisis de la expresión génica mediante RT-qPCR 
 
3.9.1. Extracción de ARN 
 
La extracción de ARN de cócleas, vestíbulo, núcleos cocleares y cerebro se 
realizó en 3-6 embriones o ratones adultos postnatales, de diferentes estadios: E15,5, 
E18,5, P5, P15, P20, P30-60, P90, P150, P270 y P365. Fue llevada a cabo mediante el 
kit RNeasy (Quiagen). Se extrajo el ARN total y se homogeneizó el tejido de cada 
muestra en Tissue Lyser. Posteriormente, se incubó el homogeneizado durante 5 
minutos y se añadieron 200 µl de cloroformo. Se volvió a incubar durante 2-3 minutos y 
se centrifugó a 12.000 g durante 15 minutos a 4ºC. A continuación, se transfirió el 
sobrenadante que contiene el ARN a un tubo nuevo y se añadió 600 µl de etanol al 70%. 
Seguidamente, se transfirieron 700 µl de la muestra a una columna de RNeasyMini Spin 
y se centrifugó a 8.000 g durante 15 segundos, descartando el líquido generado. Se 
agregó 700 µl de Buffer RW1 a la columna RNeasy y se centrifugó a 8.000 g durante 15 
segundos descartando el líquido generado. Posteriormente, se añadieron 500 µl de 
Buffer RPE a la columna y se centrifugó a 8.000 g durante 15 segundos y se repitió este 
paso dos veces descartando el líquido generado. Finalmente, se añadieron 50 µl de agua 
libre de RNasa a la columna y se centrifugó durante 1 minuto a 8.000 g para diluir el 
ARN. La integridad y concentración del ARN se determinaron con un bioanalizador 
Agilent 2100 (Agilent Technologies).  
 
3.9.2.  RT-qPCR  
 
Posteriormente, se analizó la expresión génica mediante la reacción en cadena de 
la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa en tiempo real (RT-qPCR). El 
ADNc se generó mediante transcripción inversa (RT) con el kit High Capacity cDNA 
Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), y se hibridó con 
las sondas TaqMan® especificadas en la Tabla 2. Como control de la RT se utilizaron 
el gen endógeno que codifica para el ARN ribosómico (ARNr) 18S eucariótico y el gen 
endógeno de la proteína ribosomal grande P0 (Rplp0). La reacción se llevó a cabo con el 
equipo de Real-Time PCR 7900HT (Applied Biosystem). Esta técnica se realizó por el 
servicio de Genómica del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” de 
Madrid (CSIC-UAM) (https://www.iib.uam.es/portal/web/genomica). Los valores de la 
cuantificación relativa de la expresión génica (RQ) fueron calculados utilizando el 
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método 2
-ΔΔCt
. Posteriormente se realizó una representación gráfica de los datos 
expresados como la media de los valores RQ±SEM.   
 
Tabla 2. Sondas TaqMan®.  
Gen  Referencia de la sonda 
18s Hs03003631_g1 
 Atg4b Mm01701111_m1 
Atg5 Mm00504340_m1 
Atg9a Mm01265461_m1 
Becn Mm01265461_m1 
Cox2 Mm03294838_g1 
Foxm1 Mm00514924_m1 
Foxg1 Mm02059886_s1 
Gap43 Mm00500404_m1 
Gmf-b Mm01322969_m1 
Igf1r Mm00802831_m1 
Igf2 Mm00439564_m1 
Ins2 Mm00731595_gH 
Mapk14 Mm00442498_m1 
Mash1 Mm03058063_m1 
Mef2d Mm00504931_m1 
MPz Mm00485141_g1 
Ntn1 Mm00500896_m1 
p27kip1/Cdkn1b Mm00438168_m1 
A-Raf Mm00550186_m1 
B-Raf Mm01165837_m1 
C-Raf Mm00466513_m1 
RbFox3 Mm01248771_m1 
 
Rplp0 Mm00725448_s1 
  
Resumen de las sondas TaqMan utilizadas en el ensayo de análisis génico mediante RT-qPCR. 
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3.10. Detección de la muerte celular mediante la técnica de TUNEL 
 
La muerte celular se detectó mediante la técnica de TUNEL (Terminal 
Transferase mediated dUTP-biotin Nick End Labelling) que va a marcar el ADN 
genómico fragmentado, característico de la muerte celular programada. Se utilizó el kit 
ApopTag (Millipore). Se fijaron criosecciones de 10 μm utilizando PFA 1%, pH 7.4 
durante 10 minutos y posteriormente se post-fijaron en etanol/ácido acético (2:1, v:v) 
durante 5 minutos a -20ºC. Se bloqueó en peróxido de hidrógeno al 3% en PBS, durante 
5 minutos. Las criosecciones se incubaron con el tampón de equilibrado (Equilibration 
buffer) del kit durante 10 minutos. A continuación, se incubaron con la encima TdT 
(Working strength TdT enzyme) a 37º C durante 1 hora y se aplicó un buffer para parar 
la reacción agitando durante 15 segundos e incubando durante 10 minutos. 
Posteriormente, se aplicó a las criosecciones peroxidasa conjugada con anti-
digoxigenina en cámara húmeda durante 30 minutos. Las células apoptóticas fueron 
visualizadas mediante el revelado con DAB. Por último, una vez revelado el DAB, se 
deshidrataron las muestras pasándolas a tres cubetas de xileno durante 2 minutos cada 
una y se montaron utilizando Entellan (Merck Millipore). El marcaje de TUNEL en las 
criosecciones se analizó con un microscopio Axiophot (Zeiss) de luz transmitida y 
epifluorescencia y se realizó la captura de imágenes con la cámara acoplada al 
microscopio DP70 (Olympus) con el sistema de captura de imágenes DP Controller. La 
cuantificación de los núcleos positivos a TUNEL en el Órgano de Corti se realizó 
mediante el programa ImageJ, como se describió anteriormente, en 6 portas de animales 
C-Raf
+/+
 no expuestos a ruido, 10 de C-Raf
+/+
 expuestos a ruido, 8 de C-Raf
+/-
 no 
expuestos a ruido y 10 de C-Raf
+/-
 expuestos a ruido. Para ello se utilizaron al menos 3 
ratones de cada genotipo y grupo experimental. 
 
3.11. Disección del oído medio 
 
Para la disección del oído medio se utilizaron 3 ratones adultos de estadio P30 
de cada genotipo C-Raf
-/-
, C-Raf
+/-
 y sus hermanos de camada con genotipo salvaje C-
Raf
+/+
 como control. En cada caso, se decapitó al animal y se separó la cabeza en dos 
mitades. Se extrajo el cerebro, se retiró el músculo y se diseccionaron los huesecillos del 
oído medio: martillo, yunque y estribo. Una vez extraídos se lavaron con PBS (pH7,4) y 
se almacenaron en formalina al 10% (Sigma). Las imágenes fueron tomadas con una 
cámara digital asociada a un estereomicroscopio Leica MZ8 (Leica). 
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3.12. Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico general se llevó a cabo mediante la prueba t de Student 
correspondiente para muestras pareadas o independientes cuando se comparan dos 
grupos y el análisis de la varianza (ANOVA) de una o dos colas para comparar las 
medias de tres o más grupos. Para ello se utilizó el programa SPSS v19.0 (Software 
Package Sigmastat-Sigmaplot; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Se realizaron las pruebas 
de rango Post-Hoc para identificar subconjuntos homogéneos de medias que no difieren 
entre sí. Entre estas pruebas se realizó el test de Bonferroni, la prueba de Tukey y el 
método de la Diferencia Mínima de Fisher cuando se asume que las varianzas son 
iguales.  
 
Para la comparación global de la expresión génica entre los grupos de los 
órganos, genotipos y edades de los ratones Igf1
+/+
 y Igf
-/-
, se realizó un estudio mediante 
un análisis de varianza multivariante de tres vías (MANOVA), seguido del estudio por 
pares con la prueba t de Student para definir los efectos significativos de los niveles 
individuales y de las pruebas Post-Hoc, como se describe anteriormente.  
 
Los valores presentados en este trabajo se muestran como la media±SEM. Los 
niveles de significación mínimos estadísticos se definieron como significativos para p 
<0,05 y se estableció como se detalla a continuación: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Patrón temporal de expresión de los componentes del sistema IGF y su 
señalización intracelular 
 
4.1.1  La expresión de los elementos del sistema IGF aumenta con el 
déficit de Igf1 en la cóclea del ratón adulto 
          
EL IGF-1 es un factor clave para la diferenciación, maduración y mantenimiento 
funcional del oído interno en mamíferos. Además, se ha descrito que el déficit en IGF-1 
causa sordera neurosensorial y alteraciones celulares en el ratón adulto (Murillo-Cuesta 
et al., 2011). Para profundizar en el estudio del papel de los elementos del sistema IGF 
en el oído interno de ratón, se analizaron los perfiles de expresión temporal de los genes 
del receptor de alta afinidad del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 
(Igf1r), el factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 2 (Igf2), y la insulina tipo 2 
(Ins2). Este estudio se llevó a cabo mediante RT-qPCR a partir del ARN extraído de las 
cócleas de ratones Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
 de edades E18,5, P30-60, P270 y P365.  
 
Se observó una disminución significativa del tránscrito de Igf1r a lo largo de las 
edades estudiadas en animales Igf1
+/+
. Los valores RQ de los ratones P30-60, P270 y 
P365 fueron 0,79±0,12, 0,56±0,09 y 0,12±0,07, respectivamente, comparándolos con los 
ratones E18,5. Cuando se compararon los ratones nulos para Igf1
 
respecto a los silvestres 
de edades P30-60 y P270 (Tabla 3) se observó un aumento significativo en los niveles de 
ARNm del Igf1r. Estos resultados sugieren que el déficit de Igf1 se está compensando a 
nivel de su receptor a partir del mes de vida mediante un aumento en la expresión de éste.  
 
La expresión de Igf2, se mantuvo elevada en la cóclea de los ratones silvestres 
durante el desarrollo embrionario (E18,5) y disminuyó significativamente después del 
nacimiento (P0). Los valores de RQ observados en los ratones P30-60, P270, P365 fueron 
0,07±0,02, 0,05±0,00 y 0,01±0,00, respectivamente, al compararlos con los ratones 
E18,5. Además, los resultados del estudio revelaron un aumento significativo en los 
niveles de expresión de Igf2 en los ratones P270 nulos para Igf1
 
cuando los comparamos 
con los silvestres de la misma edad (Tabla 3), lo que sugiere que la ausencia de Igf1 
también se está compensando con el Igf2 a la edad de P270. El tránscrito de la insulina de 
tipo 2, Ins2, no fue detectado en ninguno de los estadios estudiados (Tabla 3). 
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Tabla 3. Patrón temporal de la expresión de los genes del sistema IGF en la cóclea. 
Edad 
(días) 
Gen 
Cuantificación relativa 
(RQ) 
E18,5 
Igf1R 1,09±0,09 
Igf2 0,62±0,02 
Ins2   ND  
P30-60 
Igf1R 2,06±0,16* 
Igf2 2,98±0,68 
Ins2   ND  
P270 
Igf1R 2,88±0,21** 
Igf2 2,84±0,57* 
Ins2   ND  
P365 
Igf1R 0,72±0,18 
Igf2 0,81±0,26 
Ins2   ND  
 
Niveles de expresión de los genes Igf1r, Igf2 e Ins2 en ratones Igf1+/+ e Igf1-/- de edades E18,5, P30-60, 
P270 y P365 utilizando la RT-qPCR. Los valores del RQ fueron calculados mediante el método 2–ΔΔCt. 
Los datos se expresan como el RQ±SEM de los niveles la expresión relativa de los ratones Igf1-/- respecto 
a los Igf1+/+. Se evaluaron al menos tres ratones de cada genotipo por triplicado. *P<0,05 versus Igf1+/+ y 
**P<0,01 versus Igf1+/+.  ND: No detectado. 
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4.1.2 Patrón temporal de la actividad de quinasas moduladas por IGF-1 
 
Cuando el IGF-1 se une a su receptor de alta afinidad se activan las vías de 
señalización PI3K/AKT, fundamental para el control de la supervivencia celular (Yin et 
al., 2013) y la vía RAF-MEK-ERK que induce la proliferación y la diferenciación celular 
(Suojun et al., 2012).  
 
Con el fin de analizar el papel de las RAF quinasas, se estudió el patrón temporal 
de expresión de los genes que codifican para sus tres isoformas, A-Raf, B-Raf y C-Raf, 
mediante RT-qPCR a partir del ARN extraído de las cócleas de ratones Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
 de 
edades E18,5, P30-60, P270 (Figura 10a). Se observó un patrón temporal de expresión, 
normalizado frente a la edad E18,5, de A-Raf, B-Raf y C-Raf similar en las tres edades 
estudiadas en los animales con genotipo silvestre (Figura 10a). Cuando comparamos los 
ratones Igf1
-/-
 respecto a los silvestres se observó que el nivel de expresión del tránscrito 
de A-Raf en ratones P30-60 presentó un aumento significativo. También se observó un 
aumento significativo en los niveles de C-Raf de los ratones Igf1
-/-
 cuando los 
comparamos con los ratones Igf1
+/+
 en las edades P30-60 y P270 (Figura 10a). Sin 
embargo, el tránscrito de B-Raf no presentó diferencias significativas entre genotipos en 
las edades estudiadas (Figura 10a). Estos resultados sugieren que el déficit de Igf1 causa 
un aumento en los niveles del tránscrito de las isoformas A-Raf y C-Raf.  
 
Se analizaron los extractos de proteína de las cócleas de ratones Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
 de 
edades E18.5, P30-60, P270 mediante WB (Figura 10b y c). Como cabía esperar con los 
resultados del ARNm, no se observaron diferencias en el patrón temporal de expresión de 
A-RAF, B-RAF y C-RAF en las tres edades estudiadas de ratones con genotipo silvestre. 
Sin embargo, se observó un aumento significativo de 3,6 veces en la expresión de la 
proteína A-RAF en los animales nulos para Igf1 P30-60 cuando los comparamos con los 
de genotipo silvestre, y un aumento de 5 veces y 1,5 veces en la expresión de C-RAF en 
los ratones Igf1
-/-
 P30-60 y P270, respectivamente. B-RAF no presentó diferencias 
significativas entre genotipos en ninguna de las edades estudiadas (Figura 10b y c). El 
estudio de la fosforilación de la principal diana de las RAF quinasas, ERK fosforilado, 
mostró que la ruta está activada en las edades estudiadas, pero no se observaron 
diferencias entre los dos genotipos estudiados (Figura 10b y c). 
   
Resultados 
 
 
74 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
 
 
75 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. La expresión de los genes A-Raf y C-Raf aumenta en los animales nulos para Igf1. a) 
Niveles de la expresión coclear en distintas edades (E18,5, P30-60 y P270) de los genes A-Raf, B-Raf y C-
Raf en ratones Igf1+/+ (azul) e Igf1-/- (naranja). Se utilizó el gen del ARNr 18s eucariótico como gen 
endógeno control. Se estudiaron muestras de 3-6 ratones de cada genotipo por triplicado para las edades 
indicadas. La expresión génica fue calculada como 2–ΔΔCt. Los datos se normalizaron frente a los ratones 
E18,5 y se expresaron como la media ± SEM. Las diferencias estadísticas se determinaron utilizando la 
prueba t de Student. *P<0,05 versus P30-60 Igf1+/+ y #P<0,05 versus P270 Igf1+/+. b) Bandas 
representativas de los niveles de A-RAF, B-RAF y C-RAF empleando como control la β-actina y de la 
activación de p-ERK/ERK en ratones Igf1+/+ e Igf1-/-. c) Cuantificación de los niveles de A-RAF, B-RAF y 
C-RAF y de la relación p-ERK/ERK obtenida tras densitometrar los resultados de WB con el programa 
ImageJ. Los datos se normalizaron frente a los ratones E18,5 y se expresaron como la media ± SEM. Las 
diferencias estadísticas se determinaron utilizando la prueba t de Student. *P<0,05 versus P30-60 Igf1+/+ y 
#P<0,05 versus P270 Igf1+/+. 
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Posteriormente, se analizaron mediante WB otras quinasas reguladas por IGF-1 
implicadas en supervivencia y estrés celular: p-AKT, p-p38. Este estudio se realizó con 
los extractos de proteína de las cócleas de ratones Igf1
+/+
 y Igf1
-/-
 de edades E18,5,      
P30-60, P270 (Figura 11a). No se observaron diferencias significativas en la expresión 
de p-AKT entre los animales de genotipo silvestre en las diferentes edades estudiadas, sin 
embargo, se produjo una disminución significativa de la expresión de p-AKT en animales 
Igf1
-/-
 de edades E18,5 y P30-60, al compararlos con los Igf1
+/+
 (Figura 11b). El patrón 
temporal de la expresión de p-p38 en animales con genotipo silvestre varió con una 
disminución significativa en el estadio P30-60 al compararlo con E18,5, y un aumento 
significativo de los animales P270 respecto de P30-60. Además, la expresión de p-p38 
aumentó en los animales Igf1
-/-
 de edad E18,5 cuando los comparamos con los de 
genotipo silvestre (Figura 11c).  
 
También se analizó la expresión de la MAPK quinasa JNK, implicada en la 
apoptosis, y no se observaron diferencias significativas en la expresión de p-JNK en el 
patrón temporal de los animales con genotipo silvestre, ni entre los dos genotipos 
estudiados (Figura 11d).  
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Figura 11. Modulación de la actividad de las quinasas AKT, p38 y JNK en el ratón nulo para 
Igf1. a) Bandas representativas de la relación p-AKT/AKT, p-p38/p38, p-JNK/JNK en ratones Igf1+/+ e 
Igf1-/-. b) Cuantificación de la relación p-AKT/AKT en ratones Igf1+/+ (barras azules) e Igf1-/- (barras 
naranjas). c) Cuantificación de la relación p-p38/p38 en ratones Igf1+/+ e Igf1-/-. d) Cuantificación de la 
relación p-JNK/JNK en ratones Igf1+/+ e Igf1-/-. Estos datos (b, c y d) fueron obtenidos tras densitometrar 
los resultados de WB con el programa ImageJ. Los datos se normalizaron frente a los ratones E18,5 y se 
expresaron como la media ± SEM. Las diferencias estadísticas se determinaron utilizando la prueba t de 
Student. *P<0,05 versus E18,5 Igf1+/+; ***P<0,001 versus E18,5 Igf1+/+; +P<0,01 versus P30-60 Igf1+/+y 
#P<0,05 versus P30-60 Igf1+/+.  
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4.2 Presencia y regulación de la autofagia en el oído interno de ratón: Papel del 
IGF-1 
 
4.2.1 Los principales genes autofágicos se expresan en la cóclea de ratones 
E18,5 
          
Varios estudios han relacionado al IGF-1 con la autofagia, y se ha descrito que 
tiene distintas funciones según el contexto celular (Sobolewska et al., 2009, Bains et al., 
2009). Así mismo, se ha relacionado la autofagia con el desarrollo del oído interno en 
pollo (Aburto et al., 2012b). Para estudiar si la autofagia estaba presente durante el 
desarrollo coclear del ratón de edad E18,5 se analizó la expresión de genes autofágicos 
en ratones Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
 utilizando para ello arrays de ARN [GEO: GSE11821] (Tabla 
4). Para este estudio se seleccionaron y se categorizaron los genes implicados en la 
autofagia según se ha publicado previamente en otros trabajos (Chen y Klionsky, 2011). 
 
No se observaron diferencias significativas de expresión entre los ratones Igf1
+/+
 
e Igf1
-/-
 en la mayoría de los genes estudiados (Tabla 4A y B), excepto en los tránscritos 
de los genes Ndp52, Tlr1 y Tlr6. El gen Ndp52 desempeña un papel fundamental en la 
inmunidad mediante la modulación de la autofagia (Kraft et al., 2010, Thurston et al., 
2009) y se observó una disminución significativa en la expresión génica del ratón nulo 
para Igf1. TLR1 y TLR6 son miembros de la familia de receptores TLR, que tienen un 
papel clave en el sistema inmune (Hamidzadeh y Mosser, 2016). La activación de TLR1 
a través de MydD88, junto con otros miembros de la familia TLR, incluyendo TLR6, 
activa la autofagia en macrófagos (Shi y Kehrl, 2008). Los datos de arrays de ARN 
muestran un aumento significativo de la expresión de Tlr1 y una disminución 
significativa en la expresión de Tlr6 en los ratones Igf1
-/-
 cuando los comparamos con 
los Igf1
+/+
. Sin embargo, no se observaron diferencias en la expresión de otros 
miembros de la familia TLR entre genotipos.  
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Tabla 4A. Expresión comparada de los genes de la maquinaria autofágica. 
 
 
Genes 
 
Expresión 
 Igf1
+/+
  
Expresión 
Igf1
-/- 
  
Fold  
Change 
M
a
q
u
in
a
ri
a
 a
u
to
fá
g
ic
a
 
 
Genes implicados en la formación del autofagosoma 
Atg12 5,41 5,36 -0,053 
Atg16l1 7,44 7,44 -0,002 
Atg4b 7,09 7,09 -0,001 
Atg4d 5,42 5,39 -0,023 
Atg5 6,79 6,79 -0,001 
Becn1 7,16 7,16 0,006 
Gabarap 10,95 10,95 -0,003 
Gabarapl1 8,46 8,45 -0,004 
Gabarapl2 8,25 8,24 -0,016 
Map1lc3a 9,81 9,81 -0,001 
Rgs19 7,20 7,10 -0,104 
Ulk1 6,28 6,22 -0,057 
 
Genes implicados en el transporte autofágico  
Atg10 6,19 6,19 -0,006 
Atg16l1 7,44 7,44 -0,002 
Atg3 4,54 4,49 -0,051 
Atg4b 7,09 7,09 -0,001 
Atg4d 5,42 5,39 -0,023 
Atg7 4,39 4,41 0,027 
Gabarap 10,95 10,95 -0,003 
Gabarapl2 8,25 8,24 -0,016 
Rab24 7,65 7,54 -0,109 
 
Genes implicados en la fusión del autofagosoma-lisosoma 
Lamp1 10,51 10,51 -0,003 
Npc1 7,70 7,70 -0,005 
 
Genes implicados en autofgia y ubiquitinación   
Bag3 7,35 7,12 -0,233 
Atg7 4,39 4,41 0,027 
Foxo3 7,57 7,56 -0,004 
Hdac6 8,01 8,01 0,006 
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Nbr1 8,55 8,35 -0,204 
Ndp52 3,21 2,11 -1,099 
 
Genes con actividad proteasa 
Atg4b 7,09 7,09 -0,001 
Atg4d 5,42 5,39 -0,023 
 
 
Tabla 4B. Expresión comparada de los genes de la red reguladora de la autofagia. 
 
 
Genes 
Expresión 
 Igf1
+/+
  
Expresión 
Igf1
-/- 
  
Fold  
change 
R
eg
u
la
ci
ó
n
 d
e 
la
 a
u
to
fa
g
ia
 
 
Genes reguladores de la autofagia y la apoptosis 
Atg12 5,41 5,36 -0,053 
Atg5 6,79 6,79 -0,001 
Bad 7,02 7,03 0,010 
Bak1 3,43 3,42 -0,010 
Bax 8,09 8,08 -0,004 
Bcl2 5,06 5,02 -0,033 
Becn1 7,16 7,16 0,006 
Bid 4,87 4,87 0,004 
Casp3 7,73 7,68 -0,041 
Casp8 7,12 6,89 -0,227 
Ctsb 8,48 8,45 -0,031 
Dapk1 7,79 7,79 -0,005 
Fadd 6,11 6,05 -0,059 
Mapk8 6,74 6,73 -0,007 
Pik3c3  6,80 6,80 0,008 
Pik3cg 3,48 3,37 -0,111 
Sqstm1 9,67 9,67 -0,002 
Uvrag 7,70 7,48 -0,219 
 
Genes reguladores de la autofagia y del ciclo celular 
Cdkn1b  5,70 5,73 0,030 
Cdkn2a 3,74 3,56 -0,175 
Eif4ebp1 7,04 7,04 0,006 
Eif2ak4 6,05 6,32 0,278 
Ulk1 6,28 6,22 -0,057 
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 Genes reguladores de la autofagia en otros procesos celulares 
Ctsd 9,95 9,95 -0,001 
Ctss 7,71 7,71 0,000 
Mapk14 5,26 5,13 -0,131 
Pik3r4 7,53 7,52 -0,007 
Rps6kb1 6,08 6,05 -0,028 
Tlr1 1,42 3,04 1,615 
Tlr6 3,49 1,17 -2,314 
 
Inducción de la autofagia por patógenos intracelulares 
Eif2ak3 7,29 7,21 -0,082 
Ifng 0,48 0,49 0,005 
Lamp1 10,51 10,51 -0,003 
 
Tabla 4. Niveles de expresión de genes autofágicos en las cócleas de ratones Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
. El 
transcriptoma coclear de ambos genotipos se estudió mediante el GeneChip® Mouse Genome 430A2.0 
Arrays (Affymetrix). Los genes autofágicos fueron identificados y clasificados según su función biológica. 
A) Genes de la maquinaria autofágica y B) regulación de los genes autofágicos. Se utilizó un método 
probabilístico (PPLR), para calcular los niveles de expresión de los genes seleccionados que aparecen como 
el fold change (FC; expresión de Igf1-/- menos expresión de Igf1+/+).  El método PPLR reduce el número de 
falsos positivos en la estimación de la expresión diferencial de los genes. Los valores en negrita representan 
un valor positivo de FC superior a una unidad de log2 (FC>1 con P>0.05) y un valor negativo de FC menor 
que -1 (FC<-1 con P<0.95). 
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4.2.2 Patrón temporal de la expresión de genes autofágicos en la cóclea del 
ratón nulo Igf1. 
 
A continuación, se estudió el curso temporal de la expresión de los genes 
autofágicos Atg4b, Atg5, Atg9a y Becn1 en la cóclea de ratones de edades E18,5, P0, 
P30-60, P270 y P365 (Figura 12). Cuando comparamos la expresión de estos genes en 
los ratones perinatales E18,5 y P0, que fueron similares entre sí, con las edades 
postnatales se observó un aumento significativo de 2 veces en la expresión de Becn1 en 
ratones de edad P30-60 y P270 y de 3,5 y 5 veces en el tránscrito de Atg9a de las cócleas 
de ratones de edad P30-60 y P270 respectivamente. Los niveles de ARNm de Atg4b y de 
Atg5 siguieron un patrón similar al observado en Becn1 y Atg9a, aunque con aumentos 
menores (alrededor de 1,2 veces). En la edad P365 se observó una disminución 
significativa respecto a las edades P30-60 y P270 en la expresión de Atg4b, Atg5 y 
Becn1. 
 
Se observó que estos genes se expresan de forma similar en los ratones E18,5 de 
ambos genotipos, confirmando así, los datos obtenidos con los arrays descritos en el 
apartado anterior. Aunque no se observaron diferencias significativas entre los genotipos 
estudiados en ninguna de las edades estudiadas, las cócleas de los ratones P270 mostraron 
una mayor dispersión en los valores de ARNm de Atg4b, Atg5 y Becn1 de los ratones 
nulos al compararlos con los silvestres (Figura 13). Estos resultados sugieren la 
presencia de dos subpoblaciones en los ratones nulos de 9 meses (P270). Así, se observó 
un aumento de la expresión de los genes Atg4b, Atg5 y Becn1 en 3 de los 6 ratones nulos 
estudiados, en comparación con los ratones de tipo silvestre. Esta dispersión precede a 
una disminución significativa en Becn1, Atg4b, Atg5 en las cócleas de ratones P365 
(Figura 12). Por lo tanto, estos datos demuestran que la expresión de los genes 
autofágicos está regulada desde los inicios de la maduración coclear hasta la edad más 
avanzada estudiada. 
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Figura 12. Expresión de genes autofágicos en la cóclea del ratón nulo para Igf1. Para determinar la 
expresión de los genes Becn1, Atg4b, Atg5 y Atg9a se utilizaron cócleas de ratones Igf1+/+(barras azules) e 
Igf1-/- (barras naranjas). Se realizó una RT-qPCR y se utilizó el gen ARNr 18s como control endógeno. Se 
estudiaron 3- 6 ratones de cada genotipo por triplicado de las edades indicadas.  Los datos se normalizaron 
frente a los niveles de E18,5 y se expresaron como la media ± SEM del 2–ΔΔCt. El análisis estadístico se 
realizó mediante la prueba t de Student. Los datos respecto a los animales silvestres fueron los siguientes: 
*P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001 versus E18,5, #P<0,05, ##P<0,01 y ###P<0,001 versus P0, ÇP<0,05 versus 
P30-60, +P<0,05 versus P270. La comparación con respecto a los ratones nulos Igf1 fue la siguiente: 
^P<0,05, ^^P<0,01 y ^^^P<0,001 versus E18,5, $P<0,05, $$P<0,01 y $$$P<0,001 versus P0, aP<0,05 y 
aaP<0,01 versus P30-60, &&P<0,01 versus P270.  
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Figura 13. Heterogeneidad de la expresión de genes autofágicos en la cóclea del ratón P270 nulo para 
Igf1.  Se analizaron los niveles de expresión de Becn1, Atg4b y Atg5 en la cóclea de ratones de edad P270 
mediante RT-qPCR. Se utilizó como gen endógeno control el ARNr 18s eucariótico. Los valores de 
cuantificación relativa de la expresión génica fueron calculados mediante el método 2–ΔΔCt. El diagrama 
representa los valores individuales de cada ratón para cada gen y su mediana (barra). Se observaron dos 
subpoblaciones en los valores correspondientes a los ratones Igf1-/-, una representada con círculos naranjas 
claros semejantes a los ratones Igf1+/+ (círculos azules) y otra representada con círculos naranjas oscuros 
con valores de expresión más altos que los Igf1+/+. 
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Posteriormente, para estudiar si el estado inflamatorio podría ser uno de los 
estímulos que activan el proceso de la autofagia en la cóclea, se estudió el curso temporal 
de la expresión de Cox2, un gen que codifica para una enzima de la cascada inflamatoria 
cuya participación se ha relacionado anteriormente con autofagia en otros contextos 
celulares (Ricciotti y Fitzgerald, 2011). Los resultados obtenidos en nuestro estudio 
(Figura 14) mostraron que el tránscrito de Cox2 presenta unos patrones temporales 
paralelos a los observados en los genes de autofagia descritos anteriormente. Además, se 
observó un aumento significativo de 1,5 veces en los niveles de expresión de Cox2 de los 
ratones P0 al compararlos con las cócleas de los ratones E18,5. Cuando comparamos 
estos estadios, E18,5 y P0, con los ratones adultos P30-60, P270 y P365 se observó un 
incremento significativo de 9, 12,5 y 5 veces, respectivamente. Además, se observaron 
diferencias estadísticamente significativas entre genotipos en los ratones P365 (Figura 
14). Estos datos sugieren que Cox2 podría ser un indicador de la autofagia en la cóclea, 
puesto que la autofagia y la inflamación tienen un patrón temporal similar. 
 
 
Figura 14. Las cócleas de ratones de edades avanzadas presentan mayores niveles de expresión 
de Cox2.  Se analizaron los niveles de expresión del gen Cox2 en la cóclea de ratones Igf1+/+ e Igf1-/- de las 
edades indicadas mediante RT-qPCR. Se utilizó como gen endógeno control el ARNr 18S eucariótico. Los 
valores de cuantificación relativa de la expresión génica fueron calculados mediante el método 2–ΔΔCt y 
representados como la media ± SEM. La significación estadística se evaluó utilizando la prueba t de 
Student. *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001 versus Igf1+/+ E18,5; ##P<0,01 y ###P<0,001 versus Igf1+/+ P0; 
^P<0,05 y ^^^P<0,001 versus Igf1-/- E18,5; $$$P<0,05 versus Igf1-/- P0 y +P<0,05 versus Igf1+/+P365. 
Resultados 
 
 
86 
 
4.2.3. Los genes de la maquinaria autofágica Becn1, Atg4b y Atg5 se expresan en 
el vestíbulo y el cerebro de ratones Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
 
 
Para comprobar si la maquinaria autofágica muestra este patrón de regulación 
temporal en otros tejidos, se estudió la expresión de Atg4b, Atg5 y Becn1 en vestíbulo y 
homogeneizados de cerebro. Para ello se utilizaron ratones Igf1
+/+
 y Igf1
-/- 
de edades 
E18.5, P0, P30-60 y P270 (Figura 15). También se determinaron los niveles de expresión 
de estos genes en los núcleos cocleares en ratones P150 (Figura 15, barras rayadas).  
 
Se observó que el vestíbulo presentaba un patrón muy similar al descrito en la 
cóclea, con incrementos significativos en los tránscritos de Atg4b, Atg5 y Becn1 
asociados con la edad (Figura 15). No se observaron diferencias entre genotipos en 
ratones de edades comprendidas entre E18,5 y P60, sin embargo, los ratones P270 nulos 
para Igf1 presentaron un aumento significativo en la expresión de los tres genes cuando 
se compararon con los de genotipo silvestre.  
 
Posteriormente, se analizó la maquinaria autofágica en homogeneizado de 
cerebro, utilizado como tejido neural de referencia, y no se observaron diferencias 
llamativas entre las edades y los genotipos estudiados (Figura 15). Para evaluar 
específicamente la vía auditiva central, se disecaron los núcleos cocleares de ratones 
P150 Igf1
+/+
 y Igf1
-/-
 y se comparó la expresión génica de Atg4b, Atg5 y Becn1 (Figura 
15, barras rayadas). En esta parte del cerebro, se encontró un aumento significativo en 
los niveles de expresión de Becn1 y Atg5 de los ratones Igf1
-/-
 cuando los comparamos 
con los de genotipo silvestre.  
 
Estos datos analizados en conjunto, indican que hay un aumento en el proceso de 
autofagia en el oído interno de ratones adultos desde el momento del nacimiento (P0) 
hasta los nueve meses de edad (P270). 
 
Por último, se realizó un análisis global mediante el análisis de la varianza 
multivariante de tres vías para comparar la expresión génica de la autofagia en los tres 
órganos (cóclea, vestíbulo y cerebro), los dos genotipos (Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
) y en las cuatro 
edades comunes (E18,5, P0, P30-60 y P270). Se observó que los niveles de expresión de 
Becn1, Atg4b y Atg5 fueron significativamente diferentes entre los órganos. Los niveles 
de expresión más bajos se observaron en el vestíbulo, seguido de la cóclea y por último el 
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cerebro, cuyos niveles de expresión fueron 1,5 veces superiores a los de la cóclea y 2 
veces respecto al vestíbulo. Cuando se analizó el parámetro edad se observó que las 
edades postnatales P30-60 y P270 presentaban un aumento significativo de 
aproximadamente 1,5 veces en la expresión génica cuando se comparaban con las edades 
perinatales E18,5 y P0 en los tres órganos estudiados. No se obtuvieron diferencias 
estadísticamente significativas entre los genotipos. 
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Figura 15. Los genes de la maquinaria autofágica Becn1, Atg4b y Atg5 se expresan en el vestíbulo y el 
cerebro de ratones Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
. Se analizó la expresión génica de Becn1, Atg4b y Atg5 en el vestíbulo, 
en homogeneizado de cerebro y los núcleos cocleares (barras rayadas) de ratones Igf1+/+(barras azules) e 
Igf1-/- (barras naranjas). Se realizó una RT-qPCR y se utilizó el gen ARNr 18s como control endógeno. Se 
estudiaron de 3 a 6 ratones de cada genotipo por triplicado de las edades indicadas. Los datos se 
normalizaron frente a los niveles de E18,5 y se expresaron como la media ± SEM del 2–ΔΔCt. El análisis 
estadístico se realizó mediante la prueba t de Student. Los datos respecto a los animales silvestres fueron 
los siguientes: *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001 versus E18.5, #P<0,05, ##P<0,01 y ###P<0,001 versus P0, 
&P<0,05 y &&P<0,01 versus P30-60, ÇP<0,05 versus P150, +P<0,05 y ++P<0,01 versus P270. La 
comparación con respecto a los ratones nulos Igf1 fue la siguiente: ^P<0,05, ^^P<0,01 y ^^^P<0,001 versus 
E18,5, $P<0,05, $$P<0,01 y $$$P<0,001 versus P0.  
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4.2.4 El flujo autofágico está modulado en el oído interno con la edad. 
 
Para confirmar si el flujo autofágico está modulado con la edad de forma 
equivalente se compararon los niveles relativos de LC3-II y de SQSTM1p62 en ratones 
perinatales (E18,5) y adultos (P270) en la cóclea, el vestíbulo y el cerebro (Figura 16).  
Como se ha mencionado anteriormente, la relación LC3-II/LC3-I es el principal 
marcador de autofagosomas y los niveles de expresión de SQSTM1p62 correlacionan 
inversamente con los de LC3-II. El estudio de estos dos marcadores permite comprobar 
la presencia de autofagosomas y, por tanto, si el proceso autofágico está activo.  
 
En la cóclea se observó que los ratones de edad P270 presentaron un aumento 
significativo de 2 veces en los niveles de LC3-II cuando los comparamos con los 
ratones de edad E18,5, independientemente del genotipo. Por otro lado, se analizó la 
expresión de la proteína SQSTM1p62 y se observó una disminución significativa en los 
niveles de expresión en ratones de edad P270 respecto a ratones de edad E18,5, también 
independiente del genotipo. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en 
ninguna de las edades estudiadas al comparar los ratones nulos para Igf1 con los 
silvestres (Figura 16a).  
 
En el vestíbulo se observó un aumento significativo en los niveles relativos de 
LC3-II en los ratones P270 Igf1
-/-
 respecto a los animales silvestres. No se apreciaron 
diferencias significativas en los niveles relativos de LC3-II asociados con la edad en 
ratones Igf1
+/+
. Se observó una disminución significativa en los niveles de expresión de 
la proteína SQSTM1p62 en los ratones P270 cuando los comparamos con los ratones 
E18,5, pero no se encontraron diferencias significativas entre los genotipos Igf1
+/+
 e 
Igf1
-/-
  en ninguna de las edades estudiadas (Figura 16b). 
 
En el homogeneizado de cerebro, al igual que en el vestíbulo, tampoco se 
observaron diferencias significativas en los niveles relativos de LC3-II con la edad ni 
entre genotipos. Los niveles de la proteína SQSTM1p62 presentaron una disminución 
significativa en los ratones P270 cuando los comparamos con los ratones E18,5, pero no 
se observaron diferencias significativas entre los genotipos Igf1
+/+
 e Igf1
-/-
  en ninguna 
de las edades estudiadas (Figura 16c). 
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Figura 16.  El flujo autofágico está modulado con la edad en el oído interno del ratón.  Se 
determinaron mediante WB la relación de LC3-II/LC3-I y los niveles de SQSTM1/p62 (p62) de cócleas 
(a), vestíbulos (b), y cerebro (c), de ratones Igf1+/+ (barras azules) e Igf1-/- (barras naranjas) de las edades 
indicadas. Se estudiaron de 3-6 ratones de cada edad y genotipo por triplicado. Se muestran bandas 
representativas de los niveles de LC3-I, LC3-II y p62.  Los niveles de p62 se normalizaron con los niveles 
de la β-actina. En la gráfica se muestra la cuantificación de la relación LC3-II/LC3-I y los niveles de p62. 
Estos datos fueron obtenidos tras densitometrar los resultados de WB con el programa ImageJ y expresados 
como la media±SEM. La significación estadística se calculó mediante la prueba t de Student. *P<0,05 y 
***P<0,001 versus E18,5 Igf1+/+; ^P<0,05 y ^^P<0,01 versus E18.5 Igf1-/-. 
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4.2.5. La autofagia es muy activa en las neuronas del ganglio espiral  
 
Para estudiar la localización celular de la autofagia se analizó la expresión de 
LC3B mediante inmunohistofluorescencia. LC3B es una de las isoformas de la proteína 
LC3, que se encuentra en la membrana del autofagosoma y es, por tanto, un indicador 
de la presencia de autofagosomas. La localización de LC3B se llevó a cabo en secciones 
congeladas de cócleas de ratones Igf1
+/+
 y Igf1
-/-
 de edades E18,5 y P30-90 (Figura 17). 
Se observó que las neuronas auditivas eran inmuno-positivas (en verde) a las edades 
estudiadas (Figura 17a, d, g y j, asteriscos). Para confirmar que las células LC3B 
positivas eran neuronas se utilizó un marcador de células gliales, el factor de 
transcripción SOX2 (en rojo) que se expresa también durante el desarrollo embrionario 
en las células ciliadas y las células de soporte (Lang et al., 2011). Se ha descrito 
anteriormente que cuando la autofagia está activa el marcaje típico de LC3B aparece 
como un punteado muy brillante en el citoplasma (Koike et al., 2005). En nuestro 
estudio, se observó que las neuronas embrionarias presentaban un marcaje difuso y de 
baja intensidad (Figura 17b, c, h e i). En cambio, el marcaje de LC3B en las neuronas 
del ganglio espiral de ratones adultos P30-90 correspondió al punteado brillante 
citoplasmático (Figura 17e, f, k y l). Se realizó la cuantificación de la intensidad de la 
señal de expresión de LC3B (Figura 17m) y se confirmó un aumento significativo en 
los ratones P30-90 respecto a los E18,5. No se encontraron diferencias significativas 
entre genotipos en ninguna de las edades estudiadas. 
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Figura 17. La autofagia está activa en las neuronas del ganglio espiral del ratón. Se determinó 
mediante la inmunohistoquímica de LC3B que la autofagia está localizada en las neuronas del ganglio 
espiral (a, d, g y j; asteriscos; ampliación en b, e, h y k, respectivamente). LC3B se expresa en el 
citoplasma de las neuronas (b, e, h y k); las neuronas de ratones de edad E18,5 muestran un marcaje de 
LC3B disperso y de baja intensidad (c e i), los ratones P30-90 muestran un punteado de alta intensidad (f 
y l). Se utilizó Sox2 (en rojo) para identificar las células gliales y DAPI (en azul) para marcar los núcleos. 
La intensidad de la inmunofluorescencia fue cuantificada utilizando ImageJ. Barra de aumento: 25 μm (a, 
d, g y j); 10 μm (b, c, e, f, h, i, k y l). Se analizó la expresión relativa de la proteína LC3B en el ganglio 
coclear de ratón de edades E18,5 y P30-90 (m). Los niveles relativos de expresión de la proteína LC3B 
fueron normalizados frente a los de E18,5 silvestres. La significación estadística fue estimada utilizando 
la prueba t de Student. El histograma representa la media de la intensidad relativa de la expresión ± SEM. 
*P<0,05 versus E18,5 Igf1+/+.  
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4.3 Caracterización del ratón mutante nulo para C-Raf 
 
Como se ha mencionado anteriormente, las acciones de IGF-1 están mediadas 
por rutas de señalización intracelular entre las que se encuentra la cascada RAF-MEK-
ERK. Este trabajo y otros (Sanz et al., 1999, Magarinos et al., 2010), han demostrado 
que C-RAF es una diana del IGF-1 durante el desarrollo. Hemos caracterizado el ratón 
nulo para C-Raf para profundizar en el estudio del papel de esta proteína en el desarrollo 
y función del oído interno en el ratón. 
 
4.3.1. Las RAF quinasas se expresan en el oído interno del ratón en etapas de 
desarrollo embrionario y en el ratón adulto. 
          
La expresión de los tránscritos de las RAF quinasas, A-RAF, B-RAF y C-RAF, 
se estudió mediante la técnica de RT-qPCR, a partir de ARN extraído de oído interno de 
ratones con genotipo silvestre en las edades E18,5 y P20 (Figura 18a). En la Figura 
18b se muestra que los tránscritos de A-Raf, B-Raf y C-Raf están presentes en los 
estadios estudiados con niveles de expresión semejantes. 
 
Se realizó un análisis del extracto de proteína de oído interno de ratón en los 
mismos estadios mediante WB. Se observó la presencia de las proteínas, A-RAF, B-
RAF y C-RAF, en ambas edades con una disminución significativa en los niveles de 
expresión de las tres isoformas en el estadio P20 respecto al E18,5 (Figura 18c). 
Curiosamente, la relación entre los niveles de p-B-RAF/B-RAF no disminuyó en la 
cóclea P20 respecto a la E18,5 (Figura 18c). Posteriormente, se estudió el nivel de 
fosforilación de ERK, la diana principal de las RAF quinasas. El estudio de                   
p-ERK/ERK, un indicador de actividad de la ruta RAF-MEK-ERK (Alessi et al., 1994, 
Chao et al., 1994), indicó que la ruta se mantiene con una actividad similar en ambas 
edades.  
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Figura 18. Las RAF quinasas se expresan en el oído interno de ratón. a) Ilustración esquemática de 
secciones cocleares de ratones E18,5 y P20. SV: escala vestibular, SM: escala media, ST: escala 
timpánica, OC: órgano de Corti, SG: ganglio espiral, LW: pared lateral, StV: estría vascular, SPL: 
ligamento espiral. b) Se analizaron los niveles de expresión de ARNm de A-Raf, B-Raf y C-Raf en cócleas 
de ratones E18,5 y P20 mediante RT-qPCR. Se utilizó el gen 18S como gen control endógeno. Se 
analizaron al menos 3 ratones de cada edad estudiada por triplicado. Los datos se normalizaron frente a 
E18,5 y se expresaron como la media ± SEM de 2-ΔΔCt. Las diferencias estadísticas se calcularon mediante 
la prueba t de Student. c) Se analizaron los niveles de A-RAF, B-RAF, C-RAF, y la relación de p-
ERK1/2/ERK1/2 en la cóclea por Western Blottig. Se normalizaron frente a los niveles de ERK, excepto 
p-B-RAF que se normalizó utilizando los niveles de B-RAF. Se muestran bandas representativas de los 
niveles de proteína y se calcularon los valores promedio tras densitometrar los resultados de WB 
mediante el programa ImageJ.  Los resultados se expresan como media ± SEM. La significación de las 
diferencias se evaluó mediante la prueba t de Student. **P<0,01 versus A-RAF E18,5; ###P<0,001 versus 
B-RAF E18,5; y ++P<0,01 versus C-RAF E18,5. 
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4.3.2. Los ratones nulos para C-Raf presentan sordera neurosensorial 
profunda 
 
Para estudiar la función auditiva de ratones C-Raf
+/+
, ratones C-Raf
+/-
 y ratones 
C-Raf
-/-
, se analizó su respuesta frente a estímulos sonoros mediante la técnica de 
potenciales evocados auditivos de tronco cerebral o ABR (Figura 19a). El registro 
típico de ABR en roedores de laboratorio presenta 5 ondas correspondientes a diferentes 
estaciones nerviosas de la vía auditiva, periférica y central (tronco cerebral): la cóclea y 
nervio auditivo (I), núcleo coclear (II), complejo olivar superior (III), lemnisco lateral 
(IV) y colículo inferior (V) respectivamente (Figura 19b).  
 
Se realizó el ABR a ratones de edades comprendidas entre 3 y 5 semanas, que es 
la viabilidad máxima de los ratones nulos C-Raf
-/-
. La estimulación auditiva se realizó 
mediante el sonido tipo click que es un estímulo auditivo inespecífico compuesto por el 
espectro de frecuencias audibles y que activa a todas las neuronas del receptor auditivo. 
La intensidad inicial a la que se sometió a los animales fue de 90 dB SPL y fue 
disminuyendo hasta los 35 dB SPL (Figura 19a). Como se observa en la Figura 19c, 
los ratones silvestres C-Raf
+/+
 y los ratones heterocigotos C-Raf
+/-
 presentaron un 
umbral de respuesta semejante (35-40±5 dB SPL, respectivamente), que se corresponde 
con el habitual en ratones de su mismo fondo genético. Sin embargo, los ratones nulos 
para C-Raf, no respondieron a ninguna intensidad, ni siquiera a la intensidad de sonido 
probada más alta (90 dB SPL). La falta de respuesta auditiva se produce en todas las 
ondas, estos resultados indican que la sordera se debe a un fallo neurosensorial que se 
produce en la cóclea. 
 
 Para analizar si esta falta de respuesta presenta especificidad de frecuencia se 
realizó un audiograma en el que se expuso a los animales a tonos puros. Se observó que 
los ratones silvestres y heterocigotos respondieron a todas las frecuencias (4-40 kHz) 
con distintos umbrales de respuesta (40-60 dB SPL). Mientras que los ratones nulos 
para C-Raf
-/-
 no respondieron a ninguno de los estímulos estudiados (Figura 19d). 
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Figura 19. Los ratones nulos para C-Raf presentan sordera neurosensorial profunda. a) Análisis de 
la respuesta frente a estímulos auditivos medida a través de la técnica de potenciales ABR, en ratones con 
C-Raf+/+, C-Raf+/- y nulos C-Raf. Se observa que los animales C-Raf+/- presentan un umbral de respuesta 
parecido a los ratones C-Raf+/+ mientras que los ratones con genotipo C-Raf-/- no responden a ninguna 
intensidad.  b) El perfil de ABR típico son 5 ondas que corresponden a distintos centros de procesamiento 
de la vía auditiva, I, nervio auditivo; II, núcleo coclear; III, núcleo olivar superior; IV, lemnisco lateral; V, 
colículo inferior. C) Histograma representando la media±SEM de los valores umbrales de respuesta a un 
sonido de tipo click de los ratones C-Raf+/+ (azul), C-Raf+/- (rojo) y C-Raf-/- (verde). **P<0.01 y 
***P<0,001 versus C-Raf+/+; +P<0,05 y +++P<0,001 versus C-Raf+/- . D) El audiograma muestra el umbral 
de respuesta a los estímulos con distintas frecuencias de los animales con genotipo silvestre (azul), 
heterocigoto (rojo) y nulo para C-Raf (verde). Se observa que los ratones nulos C-Raf-/- no responden a 
ninguna frecuencia. 
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A continuación, se estudiaron las posibles diferencias en la conducción del 
estímulo entre las estaciones del sistema auditivo de ratones C-Raf
+/+
 y C-Raf
+/-
. Se 
observó que la latencia, entendida como el tiempo medido transcurrido desde la 
estimulación hasta la aparición de la onda correspondiente en el registro de ABR, 
medida en los animales C-Raf
+/+
 y C-Raf
+/-
 no presentó diferencias significativas 
excepto en el pico IV, que corresponde al núcleo del lemnisco lateral (Figura 20a). 
Además, se cuantificaron las latencias interpico (I-II y II-IV), definidas como el tiempo 
que tarda la señal nerviosa en recorrer el trayecto entre dos estaciones determinadas de 
la vía auditiva. No hubo diferencias significativas en el pico I-II, mientras que en la 
latencia del pico II-IV se observó un aumento significativo en los ratones con genotipo 
heterocigoto respecto a silvestres (Figura 20b). Además, se realizó un estudio de las 
amplitudes de cada uno de los picos y como se puede observar en la Figura 20c no se 
apreciaron diferencias significativas entre los animales C-Raf
+/+
 y C-Raf
+/-
. 
 
Los animales nulos para C-Raf presentaron sordera neurosensorial profunda, 
pero mostraron una respuesta normal a los test estándar de análisis de función 
vestibular. No se observaron patrones anormales en el comportamiento en ninguno de 
los tres genotipos estudiados, como girar sobre sí mismos, tener la cabeza inclinada, o 
una marcha anormal, indicadores de trastornos vestibulares (datos no mostrados).  
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Figura 20. Los ratones heterocigotos para C-Raf presentan alteraciones en la transmisión del 
estímulo a lo largo de la vía auditiva central. a) La gráfica muestra la latencia de respuesta a los 
estímulos que corresponde a cada una de las ondas de la vía auditiva de los animales con genotipo 
silvestre (azul) y heterocigoto (rojo). Se observa que los ratones C-Raf+/- presentan una mayor latencia en 
el pico IV que corresponde al núcleo del lemnisco lateral, #p<0,05 frente a los ratones C-Raf+/+. b) 
Cuantificación de la latencia interpico (I-II y II-IV). Se observa que no hay diferencias significativas en el 
pico I-II, mientras que en pico II-IV puede observarse una disminución significativa en los ratones C-
Raf+/-, #p<0,05 versus C-Raf+/+. Estos resultados indican que los ratones C-Raf+/- presentan alteraciones 
en la vía auditiva central. c) La gráfica muestra la amplitud de cada una de las ondas expresada como la 
media de voltaje±SEM de los animales C-Raf+/+ y C-Raf+/-. 
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4.3.3 El oído medio y el oído interno de los ratones nulos para C-Raf presentan 
una morfología normal 
 
Se estudió a continuación si el fenotipo auditivo observado se correspondía con 
alteraciones morfológicas o celulares. Para ello, se estudió la anatomía general del oído 
medio y la del oído interno. Como se ha descrito previamente, los ratones nulos para     
C-Raf muestran una alta mortalidad embrionaria debido a defectos en la vascularización 
placentaria y una apoptosis hepática masiva (Mikula et al., 2001). Sin embargo, un 1% 
de los ratones mutantes nulos pudieron ser estudiados a la edad de P30. El tamaño del 
cuerpo de los ratones nulos para C-Raf era más pequeño cuando se comparó con los 
ratones de genotipo silvestre (70% de reducción en el tamaño corporal; Figura 21a). 
Pero sorprendentemente, no se observaron diferencias significativas en el tamaño del 
oído interno entre ambos genotipos (Figura 21b y c), ni diferencias en el número de 
vueltas de la cóclea (Figura 21d y e; línea discontinua).  
 
Se realizó, además, un estudio complementario de los huesecillos del oído medio 
de estos ratones, puesto que se han descrito numerosas sorderas en vertebrados 
asociadas a malformaciones o fusiones del martillo, yunque y estribo (Cordas et al., 
2012). Se observó que no hay alteraciones morfológicas apreciables en los huesecillos 
de los animales C-Raf
-/-
 en relación con los C-Raf
+/+
 (Figura 21f y g). 
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Figura 21. Los ratones nulos para C-Raf presentan una morfología normal de los oídos medio e 
interno. a) Los ratones C-Raf-/- presentaron una reducción corporal del 70%. b-e) Los oídos internos de 
los ratones C-Raf+/+ y C-Raf-/- no presentaron diferencias ni en tamaño ni en el número de vueltas de la 
cóclea. f, g) Los huesecillos del oído medio, martillo, yunque y estribo, presentaron tamaños y estructuras 
similares en los dos genotipos estudiados. Barra de aumento: 1 mm (b, c); 0,5 mm (d-g). 
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4.3.4. La citoarquitectura coclear y vestibular de los ratones nulos C-Raf no 
presenta alteraciones  
 
Se analizó la histología general de la cóclea mediante tinción con hematoxilina y 
eosina de secciones de oído interno en ratones C-Raf
+/+
y ratones nulos para C-Raf. El 
estudio se realizó en animales de diferentes edades: E15,5, P5 y P30. 
 
Los embriones nulos para C-Raf
 
E15,5 no presentaron alteraciones morfológicas 
respecto de los silvestres en los conductos cocleares (Figura 22a, e). Tampoco se 
observaron diferencias entre genotipos en la edad postnatal temprana P5, donde se 
puede observar que la membrana tectoria está pegada a las células ciliadas y el túnel de 
Corti está cerrado (Figura 22b, f). El órgano de Corti de los ratones P30 C-Raf
-/-
 
presentó todos los tipos celulares: tanto la fila de CCI, como las tres filas de células 
CCE (comparar Figura 22 paneles c, d con g, h), como se confirma con el patrón de 
expresión de la miosina VIIa (en verde) en las células ciliadas (cuantificación en h'). El 
número de células de soporte en los ratones de ambos genotipos también fue muy 
similar, como indica la intensidad del factor de transcripción SOX2 (en rojo) (Figuras 
22d, h, cuantificación en h'). 
 
Se realizó, además, un análisis comparativo de distintos marcadores del ganglio 
espiral. El ganglio espiral está formado por neuronas bipolares que conectan las células 
ciliadas con las neuronas centrales de los núcleos auditivos del tronco cerebral. Su 
funcionalidad es esencial para la transmisión de la señal desde del órgano de Corti. El 
análisis histológico de esta estructura no mostró diferencias evidentes en la disposición 
de las neuronas y la densidad de éstas entre ambos genotipos (Figura 22i, l). Se ha 
descrito que los ratones nulos para los genes Igf1 e Irs2 presentan una mielinización 
aberrante (Varela-Nieto et al., 2013, Murillo-Cuesta et al., 2012) y por lo tanto, se 
realizó un estudio de la expresión de la mielina P0 pero no se han observado diferencias 
significativas entre estos genotipos (Figura 22j, m, cuantificación en m'). No se 
observaron diferencias significativas entre los genotipos en las fibras aferentes 
(neurofilamento, rojo) ni en las regiones sinápticas (sinaptofisina, verde) (Figura 22k, 
n, cuantificación en n').  
 
Finalmente, se estudiaron las estructuras vestibulares y, como se muestra en la 
Figura 22 (comparar paneles o-r con s-v), no se observaron diferencias entre 
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genotipos ni en el epitelio sensorial vestibular ni en las fibras nerviosas que inervan la 
mácula y las crestas vestibulares. No se observaron alteraciones anatómicas o celulares 
en el sistema vestibular de los ratones C-Raf
-/-
, lo que concuerda con los resultados 
obtenidos de las pruebas funcionales vestibulares ya descritas.  
 
4.3.5. La expresión del canal de potasio Kir 4.1 disminuye en los ratones nulos 
para C-Raf 
         
La estría vascular es una estructura fundamental para el correcto funcionamiento 
del oído interno, puesto que los transportadores iónicos que presenta mantienen la 
concentración adecuada de iones para la formación del potencial endococlear. El estudio 
histológico de la estría vascular en las secciones de ratones C-Raf
-/-
 y silvestres mostró 
una morfología aparentemente normal y una red capilar similar en ambos genotipos 
(Figura 23a y f).  
 
El transportador Na
+
/K
+
-ATPasa y el canal de potasio KCNQ1 se expresan en 
las células marginales de la StV. No se observaron diferencias en los niveles de 
expresión de la Na
+
/K
+
-ATPasa y el KCNQ1 entre los genotipos estudiados (Figura 
23b, c, g, h, cuantificación en h') lo que indica que la ausencia de C-Raf no afecta a la 
expresión ni de este transportador ni de este canal de potasio. 
 
Sin embargo, el nivel de expresión proteica del canal de potasio Kir4.1, 
localizado en las células intermedias, disminuyó un 75% de forma significativa en la 
StV de los ratones nulos para C-Raf en comparación con los silvestres (Figura 23d, i, 
cuantificación en i'). Para excluir un defecto en la migración de los melanocitos, se 
identificó la presencia de las células intermedias en la StV de los ratones nulos para C-
Raf (Figura 23e, j, líneas de puntos).  
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Figura 22. Citoarquitecturas coclear y vestibular de los ratones nulos para C-Raf. a-c, e-g) 
Secciones de la cóclea de ratones C-Raf+/+ y C-Raf-/- de las edades indicadas teñidas con hematoxilina y 
eosina. La distribución de las células en el órgano de Corti es aparentemente normal. d, h y h´) 
Cuantificación de la intensidad de los marcadores de las células ciliadas internas (CCI) y las células 
ciliadas externas (CCE) (Myo VIIa, verde) y de las células de soporte (SOX2, rojo). No se observaron 
diferencias entre genotipos. i, l) Se observó que la densidad y posición de las neuronas en el ganglio 
espiral fue normal en ratones P30 nulos para C-Raf. j, m y M´) No se observaron diferencias 
significativas entre genotipos en la cuantificación de la intensidad de la Mye P0. k ,n y n´) Las 
cuantificaciones del marcaje de la intensidad de neurofilamento (NF, rojo) y sinaptofisina (SYN, verde) 
indicaron que no hay diferencias entre genotipos. o-v) No se observaron diferencias entre genotipos ni en 
el epitelio sensorial de la mácula y la cresta vestibular (Myo VIIa, verde; Sox2, rojo), ni en las fibras 
nerviosas (NF, rojo; SYN, verde). Las cuantificaciones se llevaron a cabo evaluando 4-12 cortes de al 
menos 3 ratones de cada genotipo. Los valores se han representado como la media±SEM. La significación 
estadística se calculó utilizando la t de Student. Barras de aumento: 10 μm (a, b, e, f, d, h); 25 μm (c, g, i, 
j, k, l, m, n); 20 μm (o-v).  
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Figura 23. La expresión del canal de potasio Kir4.1 disminuye en ratones nulos para C-Raf.  
a, f) Secciones cocleares, teñidas con hematoxilina y eosina, de ratones P30 nulos para C-Raf y silvestres. 
No se observaron diferencias en la distribución de las células de la estría vascular entre genotipos. b, g, c 
y h) No se observaron diferencias significativas en la expresión de la Na+/K+-ATPasa y el canal KCNQ1 
en los animales nulos para C-Raf respecto los silvestres. d, e, i, j, i´) Se observó una disminución 
significativa en los niveles de expresión del canal de potasio Kir4.1 de las células intermedias de la estría 
vascular. Las cuantificaciones se llevaron a cabo evaluando 4-12 cortes de al menos 3 ratones de cada 
genotipo. Los valores se han representado como la media±SEM. La significación estadística se calculó 
utilizando la t de Student. **P<0,01 versus C-Raf +/+. Barra de aumento: 25 μm (a-d, f-i); 10 μm (e, j). 
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4.3.6. El perfil molecular de la cóclea de ratones nulos para C-Raf E18,5 muestra 
un aumento en la expresión de FoxG1 
 
Se estudiaron los niveles de expresión de 13 genes cocleares de interés en 
ratones nulos para C-Raf y silvestres mediante la RT-qPCR. Los genes seleccionados 
incluyeron: i) genes que codifican para los miembros de las RAF quinasas, A-Raf, B-Raf 
y C-Raf (Figura 24a); ii) dianas de la vía de señalización del IGF1, incluyendo Igf1r, 
FoxM1, p27kip1, Mapk14, Gap43, y Ntn1 (Sanchez-Calderon et al., 2010, Hayashi et 
al., 2014) (Figura 24b; Tabla 5) y; iii) genes implicados en el desarrollo del oído 
interno como FoxG1 (Pauley et al., 2006), Sox2 (Neves et al., 2007) (Figura 24b; 
Tabla 5), Mef2D, Mash1 (Sanchez-Calderon et al., 2010) y Gmfb (Nishiwaki et al., 
2001) (Tabla 5). No se observaron diferencias significativas entre genotipos en los 
niveles de expresión de estos genes, con la excepción de FoxG1, un factor de 
transcripción que favorece la supervivencia neuronal (Pauley et al., 2006, Dastidar et 
al., 2011), cuya expresión está aumentada 2,5 veces en la cóclea de los ratones nulos 
para C-Raf respecto los silvestres (Figura 24b). 
 
A continuación, se evaluaron los niveles y el estado de fosforilación de C-RAF, 
B-RAF, ERK1/2 y de las proteínas adaptadoras 14-3-3, así como las quinasas 
PI3K/AKT, p38 y JNK. No se observaron diferencias entre ambos genotipos (Figura 
25c), lo que concuerda con los datos citológicos observados en los ratones nulos para C-
Raf. 
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Figura 24. El análisis del perfil molecular de la cóclea de ratones nulos para C-Raf E18,5 muestra 
un aumento en la expresión de FoxG1.  Se analizó la expresión génica de: (a) A-Raf, B-Raf y C-Raf, (b) 
Igf1r, FoxM1, p27 kip, y FoxG1 en ratones E18,5 C-Raf+/+ (barras azules) y C-Raf-/- (barras verdes), 
mediante RT-qPCR. Se utilizó el gen 18S como gen control endógeno. Se analizaron al menos 3 ratones 
de cada edad estudiada por triplicado. Los datos se normalizaron frente a los ratones C-Raf+/+ y se 
expresaron como la media±SEM de 2-ΔΔCt. Las diferencias estadísticas se calcularon mediante la prueba t 
de Student. **P<0,01 versus C-Raf+/+ (c) Se analizaron los niveles de p-B-RAF, p-C-RAF, p-ERK1/2 y 
14-3-3 en la cóclea de ratones C-Raf+/+ y C-Raf-/- mediante WB. Se normalizaron frente a los niveles de 
B-RAF, ERK1/2 y la β-actina, respectivamente. Los valores de p-AKT, p-p38 y p-JNK se normalizaron 
con AKT, p38 y JNK. Se muestran bandas representativas de los niveles de proteína y se calcularon los 
valores promedio tras densitometrar los resultados de WB mediante el programa ImageJ.  Los resultados 
se expresan como media±SEM. La significación de las diferencias se evaluó mediante la prueba t de 
Student.  
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Tabla 5. Niveles de expresión de genes cocleares en ratones E18,5. 
 
Gen RQ 
FoxM1 (Factor de transcripción de tipo forkhead box M1) 0,87 
FoxG1 (Factor de transcripción de tipo forkhead box G1)    2,54** 
Gap43 (Proteína asociada al crecimiento 43) 0,89 
Gmf-b (Factor de maduración glial, beta) 0,94 
Igf1r (Receptor de alta afinidad del IGF-I) 1,06 
Mapk14 (p38α, Proteína quinasa activada por mitógenos 14) 1,07 
Mash1 (Mammalian achaete-scute homolog 1) 1,22 
Mef2D (Factor potenciador 2D de miocitos) 1,13 
Ntn1(Netrina1) 1,18 
p27 kip1/Cdkn1b (Inhibidor quinasa dependiente de ciclina 1B) 1,28 
Raf-A (RAF quinasa A) 0,78 
Raf-B (RAF quinasa B) 1,11 
Sox2 (Gen tipo SRY-box 2) 1,2 
 
Se compararon los niveles de expresión de 13 genes cocleares en ratones E18,5 C-Raf+/+y en C-Raf-/- 
mediante la RT-qPCR. Los genes seleccionados se categorizaron en los siguientes cuatro grupos: i) 
miembros de la familia RAF: A-Raf, B-Raf y C-Raf; ii) dianas celulares de IGF-1: Igf1r, Gap43, FoxM1, 
p27kip1 y Mapk14; iii) genes implicados en la morfogénesis del oído: FoxG1 and Sox2; y finalmente, iv) 
genes que se expresan en las neuronas óticas o la glía: Mef2D, Mash1, Gmf-b y Ntn. Se utilizó el gen 18S 
como gen control endógeno. Se analizaron al menos 3 ratones de cada edad estudiada por triplicado. Los 
datos se normalizaron frente a los ratones C-Raf+/+ y se expresaron como el RQ calculado por el método 
2-ΔΔCt. Las diferencias estadísticas se calcularon mediante la prueba t de Student. **P<0,01 versus           
C-Raf+/+. 
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Puesto que el 1% de los ratones nulos para C-Raf que nacen mueren durante o en 
el primer mes de vida, los estudios posteriores de respuesta a estrés acústico se 
realizaron en ratones C-Raf
+/-
.  
 
4.3.7. Los ratones heterocigotos C-Raf presentan una mayor susceptibilidad al 
daño inducido por ruido 
 
Para realizar estudios de respuesta a estrés se expusieron ratones heterocigotos 
C-Raf
+/-
 y ratones C-Raf
+/+ 
de 2 meses de edad a un estrés acústico (Figura 25a). 
Primero se realizó un ABR basal y los ratones de ambos genotipos presentaron 
umbrales muy similares y con los valores normales correspondientes a su fondo 
genético (Figura 25b). Posteriormente, se expuso a los animales de ambos genotipos a 
un ruido de 110 dB SPL durante 30 minutos y se observó que a los dos días después del 
ruido los ratones C-Raf
+/+
 (cuadrados azules) y C-Raf
+/- 
(cuadrados rojos) presentaron 
un incremento en los umbrales auditivos de 40 y 60 dB SPL, respectivamente. Los 
ratones silvestres expuestos a ruido fueron paulatinamente recuperando el umbral 
auditivo basal. La recuperación de la audición empezó a evidenciarse a los 14 días tras 
la exposición al ruido y se recuperó transcurridos 35 días (Figura 25b). Sin embargo, 
los ratones heterocigotos no presentaron recuperación en la audición a lo largo de los 35 
días siguientes a la exposición a ruido, manteniéndose el incremento de 60 dB en el 
umbral (Figura 25b). 
 
Paralelamente, se realizaron pruebas de ABR a animales controles, no expuestos 
a ruido, C-Raf
+/+
 (círculos azules) y C-Raf
+/- 
(círculos rojos). Ambos genotipos 
presentaron umbrales similares y dentro de la normo-audición a lo largo de todo el 
estudio (Figura 25b). Estos resultados sugieren que el déficit parcial de C-RAF causa 
una mayor susceptibilidad al daño inducido por ruido. 
 
4.3.8. Los ratones heterocigotos C-Raf expuestos a ruido presentan alteraciones en 
la citoarquitectura coclear y en la expresión de marcadores celulares 
 
A continuación, se analizó si la pérdida auditiva de los animales C-Raf
+/-
 estaba 
asociada con alteraciones celulares en la cóclea. Se analizaron secciones histológicas 
teñidas con violeta de cresilo (Figura 26) de ratones C-Raf
+/+
 (a-e) y C-Raf
+/- 
(k–o) no 
expuestos a ruido y de ratones C-Raf
+/+
 (f-j) y C-Raf
+/- 
(p–t) expuestos a ruido.  
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Figura 25. Los ratones heterocigotos C-Raf presentan una mayor susceptibilidad al daño inducido 
por ruido.  a) Esquema del diseño experimental. Se determinó el ABR basal de los dos grupos 
experimentales, ratones C-Raf+/+ (n=16) y C-Raf+/- (n=15) de dos meses de edad.  Posteriormente los 
ratones fueron expuestos a un ruido de 110 dB SPL (2-22 kHz) durante 30 minutos en una cámara de 
reverberación. Se determinaron los umbrales del ABR los días 2, 14, 21 y 35 tras el ruido. b) 
Representación de los umbrales de respuesta al estímulo click de ambos grupos experimentales. Los datos 
de los ratones no expuestos a ruido (n=4/genotipo) se muestran en círculos y los datos de los ratones 
expuestos a ruido (n=4/genotipo) en cuadrados. Se observó que los umbrales de ABR de los ratones       
C-Raf+/+ (n=4, azul) y C-Raf+/- (n=4, rojo) fueron similares 2 días tras el ruido. Los ratones C-Raf+/+ 
recuperaron gradualmente la audición, pero los C-Raf+/- no mostraron cambios en el umbral. Los 
umbrales de los animales sin ruido no se modificaron durante el experimento. Los resultados se expresan 
como media ± SEM. La significación de las diferencias se evaluó mediante la prueba t de Student. 
+P<0,05 versus C-Raf+/+ no tratados; #P<0,05, ##P<0,01 y ###P<0,001 versus C-Raf+/+ expuestos a ruido; 
*P<0,05 y ***P<0,001 versus C-Raf+/- no tratados. 
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Los animales de ambos genotipos no expuestos a ruido presentaron cócleas 
normales durante el estudio (Figura 26a-e, k-o). Los animales C-Raf
+/+
 expuestos a 
ruido presentaron a los 35 días una reducción de la población de fibrocitos en la región 
central del limbo espiral, pero no se observaron más alteraciones celulares (Figura 26f–
j, asterisco en g). Sin embargo, los ratones heterocigotos expuestos a ruido presentaron 
un daño generalizado en la cóclea (Figura 26p–t). Se observó una pérdida de las células 
interdentadas del limbo espiral (Figura 26q, flechas), así como, alteraciones en el 
órgano de Corti consistentes en un colapso en el túnel de Corti y una pérdida en la 
densidad de células ciliadas y células de soporte (Figura 26r, flechas). Por otra parte, 
estos animales presentaron una disminución en la densidad de fibrocitos del ligamento 
espiral, que se evidenció por la presencia de debris celulares en la región donde se 
localizan los fibrocitos tipo IV (Figura 26s). Finalmente, se observó que el ganglio 
espiral presenta alteraciones como la pérdida de fibras y la pérdida de células, puesto 
que hay un aumento en el tamaño de los espacios intercelulares (Figura 26t).  
 
Además, se realizó una evaluación de la integridad de los tipos celulares. Se 
observó una reducción significativa del 25% en la población de las células de soporte 
(SOX2, rojo) y del 40% en el número de células ciliadas externas (MioVIIa, verde), en 
los ratones C-Raf
+/- 
expuestos a ruido respecto al resto de grupos experimentales 
(Figura 27, comparar a con e, flecha; cuantificación en e´). En relación con estos 
datos a los 35 días, se observó a los 2 días tras la exposición a ruido un aumento en el 
número de células apoptóticas positivas para TUNEL en la cóclea de los animales C-
Raf
+/-
 expuestos a ruido
 
(Figura 27a, e; recuadros; cuantificación de TUNEL en e´). 
Se observó que los animales heterocigotos expuestos a ruido mostraron una disminución 
en la expresión de los marcadores del GE (NF, Mye P0), confirmando lo observado en 
el estudio histológico. También se analizó la sinápsis de las células ciliadas, y se 
observó una disminución del 80% en la expresión del marcador anti-sinaptofisina en los 
ratones C-Raf
+/-
 expuestos a ruido respecto al resto de grupos experimentales (Figura 
27, comparar b y c con f y g, flecha; cuantificación en f´, g´). Por último, se estudió 
la StV, y se observó que los animales C-Raf
+/+
 expuestos a ruido presentaron un 
aumento del 60% en el nivel de expresión de Kir4.1 (Figura 27d – h, cuantificación en 
h´). 
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Figura 26. Los ratones heterocigotos para C-Raf expuestos a ruido presentan alteraciones graves en 
la citoarquitectura coclear.  Se muestran cortes histológicos teñidos con hematoxilina y eosina de 
animales C-Raf+/+ y C-Raf+/- a los 35 días tras la exposición a ruido y de ratones sin ruido. Se muestran 
cortes histológicos de ratones C-Raf+/+ no expuestos a ruido (a-e) y expuestos a ruido (f-j), que 
presentaron una reducción en el número de fibrocitos en el limbo espiral (g, asterisco). Los ratones C-
Raf+/- no expuestos a ruido (k-o) mostraron un fenotipo idéntico a los ratones C-Raf+/+ no expuestos a 
ruido. p-t) Se observaron las siguientes alteraciones en los animales C-Raf+/-  expuestos a ruido: pérdida 
de células en el limbo espiral (q, flechas), pérdida de células ciliadas y de soporte en el órgano de Corti 
(r, flechas), pérdida de fibrocitos en el ligamento espiral (s); y en el ganglio espiral se observó una 
drástica reducción en la densidad neuronal (t). Barra de aumento: 25 µm. 
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Figura 27. Los ratones heterocigotos para C-Raf expuestos a ruido presentaron alteraciones 
específicas en la expresión de marcadores celulares.  a, e, e´) Los ratones C-Raf+/+ y C-Raf+/- 
expuestos a ruido mostraron un patrón inmunohistoquímico distinto. Se observó una reducción del 40% y 
25% en el número de células ciliadas externas (Miosina VIIa, verde) y células de soporte (SOX2, rojo), 
respectivamente. El marcaje con TUNEL 2 días tras el ruido (insets a, e) presentó un incremento del 95% 
en los animales C-Raf+/- expuestos a ruido respecto al resto de grupos experimentales (e´). b, c, f, g, f´g´) 
Los marcadores neuronales neurofilamento NF (rojo), sinaptofisina (verde) y Mielina P0 (marrón) 
evidenciaron la pérdida de neuronas y fibras neuronales en los animales C-Raf+/- expuestos a ruido. d, h, 
h´) Se observó un incremento del 60% en el marcaje con el canal de potasio Kir4.1(verde) en las células 
intermedias de la estría vascular en los ratones C-Raf+/+ expuestos a ruido, pero no en los C-Raf+/- 
expuestos a ruido. La intensidad de la señal fue cuantificada con el programa ImageJ. Los resultados se 
obtuvieron de 4 a 12 cortes de al menos 3 ratones de cada grupo experimental y se expresaron como 
media ± SEM. La significación de las diferencias se evaluó mediante la prueba t de Student. +++P<0,001 
versus C-Raf+/+ no expuestos a ruido; *P<0,05 y ***P<0,001 versus C-Raf+/- no expuestos a ruido; 
##P<0,01 y ###P<0,001 versus C-Raf+/- expuestos a ruido. Barra de aumento: 10 µm (a, e); 25 µm (b-d) (f-
h). 
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4.3.9. Los ratones heterocigotos C-Raf presentan una activación basal de las vías 
de señalización apoptóticas 
 
Se realizó un estudio del estado de fosforilación de las principales quinasas. Para 
ello se utilizaron ratones C-Raf
+/+ 
y
 
C-Raf
+/-
 dos días tras la exposición a ruido y 
controles de ambos genotipos (Figura 28a). Los ratones heterocigotos sin ruido 
presentaron un incremento significativo de la relación basal p-JNK/JNK respecto los 
silvestres (Figura 28b, cuantificación en c). En respuesta al ruido, ambos genotipos 
mostraron un aumento de 2 y 1,5 veces en la activación de p-ERK/ERK y p-JNK/JNK, 
respectivamente. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre grupos 
experimentales en relación de p-AKT/AKT, un indicador de la supervivencia celular 
(Figura 28b, cuantificación en c). También se midieron los niveles de la poli ADP 
ribosa polimerasa (PARP) fragmentado (f-PARP-1), un indicador de muerte celular por 
apoptosis, y se observó un aumento significativo en respuesta a ruido de los dos 
genotipos estudiados (Figura 28b, cuantificación en c). La proporción de PARP 
fragmentado fue significativamente mayor en los ratones heterocigotos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
 
 
116 
 
 
 
 
 
Figura 28. Los ratones heterocigotos para C-Raf expuestos a ruido presentan una activación basal 
de las vías de señalización apoptóticas. a) Diagrama con las vías RAF-MEK-ERK, PI3K/AKT, y JNK 
que están implicadas en protección celular y la reparación en los ratones control (izquierda) y ratones 
expuestos a ruido (derecha). GF: Factor de crecimiento. b, c) Se analizaron los niveles de p-ERK1/2, p-
AKT, y p-JNK y el f-PARP-1 por Western Blottig. Se muestran bandas representativas (b) de al menos 
tres ratones de cada grupo experimental, y se calcularon los valores promedio obtenidos de las 
mediciones densitométricas mediante el programa ImageJ (c). Los niveles de proteína se normalizaron 
frente a los niveles de AKT, excepto f-PARP-1 que se normalizó frente a la β-actina. Los valores se 
expresan como media ± SEM. La significación de las diferencias se evaluó mediante la prueba t de 
Student. +P<0,05, ++P<0,01 y +++P<0,001 versus C-Raf+/+ no expuestos a ruido; *P<0,05 y **P<0,01 
versus C-Raf+/- no expuestos a ruido. 
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5. DISCUSIÓN 
 
5.1. I. El déficit de IGF-1 modifica los niveles de algunos componentes del sistema 
IGF y de los principales elementos de señalización intracelular 
 
Se ha descrito que el IGF-1 participa en el desarrollo del oído interno 
promoviendo la proliferación y supervivencia de los precursores neurales del oído 
interno y, en estadios posteriores, la diferenciación de los neuroblastos post-mitóticos 
(Murillo-Cuesta et al., 2011, Okano et al., 2011, Sanchez-Calderon et al., 2007). Los 
ratones deficientes en Igf1 desde el primer mes de edad presentan alteraciones celulares 
en el órgano de Corti, la estría vascular y en el ganglio coclear. Estas alteraciones 
producen sordera neurosensorial profunda bilateral y reproducen la patología observada 
en las enfermedades asociadas con el IGF-1 en el hombre (Varela-Nieto et al., 2013). 
En este trabajo hemos estudiado los mecanismos moleculares por los que el IGF-1 
regula el desarrollo y la maduración coclear mediante el análisis de los componentes del 
sistema IGF y de los principales elementos de señalización intracelular de esta vía, 
utilizando para ello un modelo de ratón nulo para Igf1. Se ha demostrado que: i) el 
déficit de Igf1 se está compensando a nivel de su receptor Igf1R y a nivel del Igf2 en 
edades adultas; ii) las RAF quinasas se expresan en la cóclea en desarrollo y adulta de 
ratón. El déficit de Igf1 se asocia con un aumento en la expresión de A-RAF y C-RAF 
en edades postnatales; y iii) así mismo, este déficit disminuye la activación de AKT en 
los estadios E18,5 y P30-60, y aumenta la activación de p38 en E18,5. 
 
5.1.1. El déficit de IGF-1 en la cóclea se compensa parcialmente a nivel de 
su receptor de alta afinidad, IGF1R, y de IGF-2 
 
Con el objetivo de comprender mejor qué elementos del sistema IGF participan 
en la regulación del desarrollo auditivo y durante el envejecimiento, se han estudiado el 
Igf1R e Igf2. En este estudio no se han observado diferencias en los niveles de expresión 
del Igf1R e Igf2 en ratones E18,5 nulos para Igf1 cuando los comparamos con los 
silvestres. Sin embargo, el déficit del IGF-1 podría compensarse en edades adultas, al 
menos en parte, por un aumento en la expresión de los tránscritos de Igf1R e Igf2. Se ha 
observado un aumento significativo en los niveles de Igf1R de los ratones nulos para 
Igf1 en las edades P30-60 y P270, lo que concuerda con estudios anteriores en los que 
se describe un aumento de Igf1R en la cóclea de ratones nulos para Igf1 después del 
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nacimiento hasta P90 (Sanchez-Calderon et al., 2010). También se ha observado un 
aumento significativo en los niveles de Igf2 en ratones P270 nulos para Igf1. Aunque no 
estaba descrita anteriormente la expresión de Igf2 en ratones P270 nulos para Igf1 sí se 
había descrito en edades comprendidas entre E15,5 hasta P90, no habiéndose 
encontrado diferencias significativas en los niveles de expresión de Igf2 entre los 
ratones nulos para Igf1 y los silvestres (Sanchez-Calderon et al., 2010).  
 
Estos datos observados en la cóclea coindicen con estudios de expresión de 
Igf1R e Igf2 que se han realizado en otros órganos. Se ha descrito que en pulmones de 
ratones embrionarios E18,5 nulos para Igf1 no existen diferencias en los niveles de 
expresión de los genes Igf1R e Igf2 al compararlos con los ratones silvestres (Pais et al., 
2013), lo que coincide con nuestros resultados en cóclea de ratones E18,5. Otro estudio 
que concuerda con nuestros resultados, en este caso en ratones adultos, es el realizado 
en el fémur de ratones nulos para Igf1 de 2 y 4 meses de edad. Se ha descrito que en 
estos ratones están aumentados los niveles de expresión génica de Igf2 e Igf1r al 
compararlos con los silvestres, posiblemente como respuesta a la deficiencia del IGF-1 
(Rodriguez-De La Rosa et al., 2014). 
 
Otros componentes de la ruta IGF que intervienen en la cóclea del ratón en 
desarrollo son las proteínas de unión a IGF-1 (IGFBP) y los tránscritos Igfbp2-5 
presentan patrones específicos y complementarios. Estos datos sugieren que las IGFBP 
regulan con precisión la activación de la señalización de IGF-1 de una manera 
específica del tipo celular, contribuyendo a la diferenciación celular en la cóclea 
(Sanchez-Calderon et al., 2010, Okano y Kelley, 2013). Asimismo, se ha publicado que 
los ratones nulos para Igf1 presentan mayores niveles de expresión de los tránscritos 
Igfbp2 e Igfbp3 en estadios embrionarios y postnatales respecto a los silvestres 
(Sanchez-Calderon et al., 2010, Okano y Kelley, 2013).  
 
Todos estos datos sugieren que durante el desarrollo embrionario y adulto el 
déficit de IGF-1 podría compensarse parcialmente a nivel de Igfbp2 e Igfbp3 y en el 
ratón adulto, además, a nivel del Igf1R y del Igf2, aumentando así los niveles de estos 
tránscritos en los ratones nulos para Igf1. Este hecho podría explicar por qué el tamaño 
de la cóclea del ratón nulo para Igf1 es prácticamente normal si tenemos en cuenta las 
diferencias en el peso corporal y las alteraciones en el crecimiento que presentan estos 
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animales. Aunque estos mecanismos compensatorios serían sólo parciales puesto que 
los ratones deficientes en Igf1 desde el primer mes de edad presentan sordera 
neurosensorial profunda bilateral debida a alteraciones celulares en el órgano de Corti, 
la estría vascular y en el ganglio coclear. 
 
5.1.2. Los ratones nulos para Igf1 presentan niveles aumentados de A-RAF, 
C-RAF y p-p38 y disminuidos los niveles de p-AKT 
 
En este trabajo se han estudiado algunos de los componentes de las principales 
vías de señalización del IGF-1. Se ha encontrado un aumento en los niveles de tránscrito 
y de proteína de A-RAF y C-RAF en los ratones nulos para Igf1 de edades 
comprendidas entre P30-60 y P270. Sin embargo, no se han observado diferencias entre 
genotipos en el nivel de fosforilación de ERK, diana principal de las RAF quinasas, en 
ninguna de las edades estudiadas. Aunque las tres proteínas RAF pueden fosforilar su 
diana ERK, B-RAF es la más eficiente (Galabova-Kovacs et al., 2006), esto podría 
explicar por qué aunque aumenten los niveles de A-RAF y C-RAF no aumentan los 
niveles de p-ERK.  
 
Se ha descrito que el déficit de IGF-1 en la cóclea de ratones embrionarios E18,5 
disminuye la actividad de las vías de señalización que regulan la proliferación y la 
supervivencia (AKT), y aumenta aquellas implicadas en la respuesta celular al estrés (p-
38) (Sanchez-Calderon et al., 2010). En nuestro trabajo se analiza el patrón temporal de 
la activación de AKT y p-38 hasta la edad de P270. Se confirma que los ratones nulos 
para Igf1 presentan un aumento en la activación de p38 y una disminución significativa 
en la activación de AKT en la edad de E18,5 al compararlos con los silvestres. Además, 
nuestros datos demuestran que AKT mantiene disminuida su activación de forma 
significativa en los ratones P30-60 nulos para Igf1. 
 
En el hueso de ratones nulos para Igf de 2 y 4 meses de edad se ha descrito que 
no hay diferencias en la activación de ERK y p38, sin embargo, disminuye la activación 
de AKT al compararlos con los silvestres, lo que concuerda con los resultados obtenidos 
en este trabajo (Rodriguez-De La Rosa et al., 2014). Sin embargo, nuestros datos 
contrastan con los observados en pulmones de ratones E18,5 nulos para Igf1. Se 
describió un aumento en la activación de ERK2 en ratones E18,5 nulos para Igf1 
respecto a los silvestres, en cambio, no se observaron diferencias entre genotipos en la 
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activación de AKT y p38 (Pais et al., 2013). Esto podría deberse a que el IGF-1 tiene un 
efecto distinto dependiendo de cada contexto celular. 
 
En resumen, las principales vías de señalización del sistema IGF-1 en la cóclea 
se ven afectadas por la deficiencia de IGF-1 en la cóclea embrionaria y adulta, lo que va 
a suponer una desregulación intracelular. El déficit de IGF-1 se asocia con un 
incremento en los niveles de tránscrito y proteína de A-RAF y C-RAF, quinasas 
implicadas en proliferación, un incremento en la activación de p38 que promueve 
acciones inflamatorias y una disminución en la activación de AKT, asociada a 
supervivencia, siendo estos efectos específicos del tejido estudiado. 
 
5.2.  La autofagia está presente en el oído interno del ratón durante su desarrollo 
embrionario y en el adulto y su acción se localiza en las neuronas del ganglio 
espiral 
 
La autofagia es un proceso catabólico altamente conservado en eucariotas y tiene 
un papel fundamental durante el desarrollo embrionario y en el adulto. La desregulación 
de la autofagia se relaciona con patologías autoinmunes, cáncer, envejecimiento y 
enfermedades neurodegenerativas, entre otras (Lopez-Otin et al., 2013, Menardo et al., 
2012, Nixon, 2014, Schneider y Cuervo, 2014, Tan et al., 2014, Eltschinger y Loewith, 
2016). Durante el desarrollo del oído interno en pollo, la autofagia es fundamental en la 
eliminación de células apoptóticas y en la facilitación de la migración de los 
neuroblastos óticos (Aburto et al., 2012b). El IGF-1 se ha descrito tanto como regulador 
positivo como negativo de la autofagia en función del contexto celular (Bains et al., 
2009, Renna et al., 2013, Sobolewska et al., 2009). En el ratón, el déficit en IGF-1 
causa sordera neurosensorial y alteraciones celulares, siendo fundamental para el 
mantenimiento funcional del receptor auditivo (Varela-Nieto et al., 2013). En este 
trabajo se ha estudiado la relación entre el IGF-1 y la autofagia en el oído de ratón, 
utilizando para ello un modelo de ratón nulo para Igf1, y se ha demostrado que: i) la 
autofagia está presente y activa en la cóclea, vestíbulo y cerebro durante el desarrollo y 
en el ratón adulto; ii) la autofagia está más activa durante el periodo postnatal, a partir 
de edades en las que la cóclea alcanza su plena actividad funcional, puesto que hay 
mayor expresión de genes autofágicos y marcadores de autofagosomas que en etapas 
embrionarias; iii) la autofagia está activa en las neuronas del ganglio espiral; v) los 
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ratones nulos para Igf1  no presentan diferencias significativas en la expresión de genes 
autofágicos y marcadores de autofagosomas respecto a los ratones silvestres. 
 
En este trabajo se demuestra que la maquinaria molecular autofágica se expresa 
y está activa en el oído interno de ratón, desde la etapa embrionaria hasta la edad adulta. 
Nuestros resultados indican que los genes Becn1, Atg4b, Atg5 y Atg9 se expresan en el 
oído interno y que su expresión aumenta desde las edades perinatales (E18,5 y P0) hasta 
las edades adultas (P30-60 y P270), que es cuando el oído interno postnatal gana 
madurez funcional. Se ha descrito que la autofagia se induce inmediatamente después 
del nacimiento en varios tejidos de ratón, de hecho, actúa como fuente de energía 
esencial durante este período, y en consecuencia los ratones deficientes en alguno de 
estos genes: Atg5, Atg7, Atg9 y Atg16L, mueren poco después de nacer y presentan una 
reducción de los niveles de aminoácidos en sangre y tejido adiposo (Kuma et al., 2004).  
 
Sin embargo, que los niveles de expresión de los genes Atg en estadios 
embrionarios sean más bajos que en el ratón adulto no indica que la autofagia no esté 
operativa (Martinet et al., 2006). Por lo tanto, nuestros resultados no excluyen que la 
autofagia tenga un papel importante durante esta etapa del oído interno, al contrario, 
parece ser un proceso clave teniendo en cuenta la gran variedad de genes autofágicos 
que hemos descrito en este trabajo en la cóclea de ratones E18,5. De hecho, se ha 
descrito que la expresión de estos genes en estadios embrionarios tempranos juega un 
papel fundamental en el desarrollo de la vesícula ótica de pollo (Aburto et al., 2012b).  
 
Nuestros resultados muestran un aumento significativo en la expresión de la 
maquinaria autofágica entre P0 y P30 lo que sugiere que la autofagia desempeña un 
papel clave en el inicio de la función del oído interno, de hecho el receptor auditivo 
completa su maduración funcional en el periodo P14-P30 (Rueda et al., 1996). Nuestros 
resultados también ponen de manifiesto que la autofagia se mantiene elevada en ratones 
adultos jóvenes. Estos resultados podrían indicar que la autofagia en ratones P30-60 
contribuye a mantener la homeostasis coclear y reducir la inflamación y, por lo tanto, 
mantener la audición adulta. De hecho, se ha descrito que en ratones SAMP8 jóvenes, 
que presentan hipoacusia prematura y degeneración coclear, la autofagia podría ser una 
estrategia para eliminar las mitocondrias dañadas y las proteínas aberrantes producidas 
por el estrés oxidativo y la inflamación crónica (Menardo et al., 2012). 
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En este trabajo también se ha observado que la autofagia disminuye al año de 
edad. La esperanza de vida de los ratones nulos para Igf1 es de un año, durante este 
tiempo los ratones presentan hipoacusia neurosensorial profunda bilateral, la 
degeneración del ganglio espiral y daño en la estría vascular (Riquelme et al., 2010, 
Varela-Nieto et al., 2013). Se ha descrito que la inflamación aumenta con la edad y que 
se produce una acumulación de proteínas debido al mal funcionamiento de la 
proteostasis siendo necesarios mecanismos de mantenimiento de la célula (Lopez-Otin 
et al., 2013). Por lo tanto, la disminución observada en la expresión de genes de la 
maquinaria autofágica podría ser la causa o la consecuencia del fenotipo coclear. 
 
Las conclusiones obtenidas de los datos de la expresión génica se respaldan con 
los niveles de LC3-II y SQSTM1/p62, ya que el ratio LC3-II/LC3-I aumenta y los 
niveles de SQSTM1/p62 disminuyen, situación que refleja el aumento de la actividad 
autofágica. La correlación inversa de los niveles de LC3-II con SQSTM1/p62 es el 
indicador más fiable de inducción de la autofagia (Bjorkoy et al., 2009, Klionsky et al., 
2008, Klionsky et al., 2016). Los ratones P270 comparados con los embrionarios 
(E18,5), presentan un incremento del fragmento LC3-II tanto en la cóclea como en el 
vestíbulo asociado a una disminución de los niveles de SQSTM1/p62. Se ha observado 
que los niveles de SQSTM1/p62 disminuyen significativamente en los tres tejidos y los 
dos genotipos estudiados en ratones P270. Sin embargo, los niveles relativos de LC3-II 
no aumentan significativamente ni en el vestíbulo ni en el cerebro de ratones silvestres y 
nulos para Igf1. Este hecho se puede explicar porque los niveles relativos de LC3-II 
pueden ser fácilmente alterados por distintos factores, así como por la dificultad de 
detectar LC3-II (Mizushima y Yoshimori, 2007).  
 
Además, se ha observado la presencia de LC3B en secciones cocleares mediante 
inmunohistofluorescencia. Las neuronas de los ratones de edades P30-90 presentan un 
marcaje de LC3B en el soma en forma de punteado que corresponde con la activación 
de la autofagia, lo cual no ocurre en el estadio embrionario E18,5, donde el marcaje fue 
difuso. Estos resultados confirman la presencia de autofagosomas en P30 (Koike et al., 
2005). En el sistema nervioso, la autofagia, es un proceso fisiológico crucial para el 
mantenimiento de la homeostasis y la prevención de la neurodegeneración inducida por 
el envejecimiento y el estrés (Khaminets et al., 2016). Debido a la reducida o ausente 
tasa de renovación de las neuronas, éstas muestran altos niveles de autofagia basal para 
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reducir especies oxidativas, inflamación, orgánulos dañados y agregados de proteína 
que de lo contrario serían perjudiciales (Son et al., 2012, Damme et al., 2014). La 
autofagia actúa como neuroprotector y su desregulación ha sido relacionada con 
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson (Tan et al., 2014, 
Nah et al., 2015, Menzies et al., 2015). Además, el papel neuroprotector de la autofagia 
ha sido corroborado por el descubrimiento de un nuevo tipo de autofagia selectiva que 
degrada mielina denominada mielinofagia. Tras una lesión en el axón la vaina de 
mielina se fragmenta en estructuras más pequeñas que posteriormente son rodeadas por 
los autofagosomas y finalmente degradadas. (Gomez-Sanchez et al., 2015). En este 
sentido, nuestros datos sugieren que la activación de los receptores de la audición y, en 
consecuencia, el aumento de la actividad de las neuronas aferentes son estímulos que 
activan la autofagia coclear. 
  
El IGF-1 regula la autofagia en distintos contextos celulares, incluido el 
desarrollo temprano del oído interno (Aburto et al., 2012b, Bains et al., 2009, Sanchez-
Calderon et al., 2010). A menudo con acciones opuestas dependiendo del tipo celular y 
la situación (Renna et al., 2013, Wang et al., 2014). Nuestros resultados indican que los 
tejidos estudiados de los ratones nulos para Igf1 muestran los mismos perfiles de 
expresión temporal de genes de autofagia que los obtenidos de los ratones silvestres. No 
se observan diferencias notables entre los genotipos excepto en los vestíbulos de los 
ratones nulos para Igf1 P270 donde los niveles de expresión de los genes Becn1, Atg4b 
y Atg5 son mayores que los de los ratones silvestres. La autofagia en el vestíbulo tiene 
funciones adicionales en la biogénesis de la otoconia (Marino et al., 2010) que podrían 
explicar por qué los genes autofágicos vestibulares presentan mayores niveles de 
expresión que los cocleares y por qué la diferencia entre genotipos es más acusada. 
 
No se observan diferencias significativas entre genotipos en el flujo autofágico 
medido por la relación SQSTM1/p62:LC3-II. Aunque nuestros datos sugieren que el 
IGF-1 no juega un papel clave en el control de la autofagia, el déficit crónico de este 
factor en la cóclea podría estar parcialmente compensado. De hecho, este déficit se 
compensa al nivel de Igf1r e Igf2. Sin embargo, el déficit no se compensa 
completamente ya que se provoca un estado pro-inflamatorio. Este hecho se demuestra 
por la regulación diferencial observada en este trabajo de la familia del receptor TLR en 
la cóclea de los ratones E18,5 nulos para Igf1. También, por el incremento observado de 
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los niveles del gen Cox2, codificante de una enzima de la cascada inflamatoria, cuya 
participación se ha relacionado anteriormente con autofagia en otros contextos celulares 
(Ricciotti y Fitzgerald, 2011).  
 
La inhibición o disminución de niveles del receptor IGF1R en algunas especies 
ha sido asociada con una mayor longevidad (Holzenberger et al., 2003, Cohen et al., 
2009). Por el contrario, el mantenimiento de los niveles de IGF-1 es fundamental para la 
supervivencia neuronal durante el envejecimiento y acelera los procesos 
neurodegenerativos (Trueba-Saiz et al., 2013, Muller et al., 2012). Este hecho podría ser 
debido a que las acciones del IGF-1 son complejas e incluyen desde acciones 
metabólicas a corto plazo a proliferación a largo plazo, supervivencia e incluso 
diferenciación. Por lo tanto, el resultado de la activación del IGF1R podría ser 
divergente, dependiendo del contexto fisiopatológico. 
 
En resumen, los resultados de este trabajo indican que la maquinaria autofágica 
está presente en la cóclea de ratón, que su acción se localiza en neuronas del ganglio 
espiral, que es un proceso activo que está inducido a partir de los primeros meses de 
vida coincidiendo con la maduración funcional del receptor auditivo y que se mantiene 
hasta la edad más avanzada estudiada. 
 
5.3.  El déficit de C-Raf provoca sordera neurosensorial profunda e incrementa la 
susceptibilidad al daño inducido por ruido 
 
Trabajos previos indican que durante el desarrollo temprano del oído interno de 
pollo la actividad de las RAF quinasas es esencial para establecer el equilibrio entre la 
proliferación y la muerte celular en precursores neuroepiteliales óticos, y para la 
diferenciación de las neuronas óticas y el crecimiento axonal en el GAV. La inhibición 
de C-RAF en la vesícula ótica de pollo activa la apoptosis, mientras que la inhibición de 
B-RAF y C-RAF afecta a la proliferación de los progenitores neuroepiteliales óticos 
(Magarinos et al., 2010, Sanz et al., 1999). En este trabajo se ha realizado un estudio del  
papel de C-RAF en la función auditiva de ratones y se ha demostrado que: i) la familia 
de las RAF quinasas se expresa en el oído interno embrionario y postnatal del ratón y 
ERK está fosforilada; ii) los ratones nulos para C-Raf  presentan sordera neurosensorial 
a todas las frecuencias estudiadas; iii) la morfología del oído interno, de los huesecillos 
del oído medio y la citoarquitectura coclear y vestibular de los ratones nulos C-Raf no 
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presenta alteraciones respecto a ratones silvestres; iv) la expresión del canal de potasio 
Kir 4.1, situado en la estría vascular, disminuye en ratones nulos C-Raf; v) los ratones 
nulos C-Raf   presentan mayor expresión de FoxG1 en la cóclea durante el desarrollo; 
vi); los ratones heterocigotos para C-Raf presentan una mayor susceptibilidad al NIHL 
asociada a alteraciones en la citoarquitectura coclear y en la expresión de marcadores 
celulares; vii) los ratones heterocigotos para C-Raf presentan una activación basal de las 
vías de señalización apoptóticas. 
 
5.3.1. Los ratones nulos C-Raf presentan sordera neurosensorial profunda 
bilateral 
 
En este estudio se demuestra que las tres isoformas de la familia RAF quinasas 
se expresan en el oído interno del ratón en desarrollo y adulto con un patrón de 
expresión similar entre ellas. También, se ha observado una disminución de la expresión 
de las proteínas en la edad postnatal estudiada. La ruta RAF/MEK/ERK está activada 
puesto que su diana principal ERK está fosforilada, además, se mantiene con una 
actividad similar en ambas edades. 
 
Se ha descrito que los ratones nulos para C-Raf con fondo genético mixto 
C57BL/6 y 129/Sv tienen tasas de supervivencia embrionaria muy bajas, presentan 
importantes malformaciones en el nacimiento, incluyendo una reducción en el tamaño 
corporal, y mueren a una edad postnatal temprana debido a apoptosis masiva del hígado 
(Mikula et al., 2001). En este estudio se ha analizado la morfología y el tamaño del oído 
medio e interno de los ratones nulos para C-Raf y no presentan malformaciones 
evidentes ni una reducción de tamaño. La morfología y citoarquitectura de la cóclea, así 
como, la expresión de marcadores de tipo celular en el ganglio espiral y órgano de 
Corti, no presentan diferencias entre los ratones nulos y los silvestres. 
 
No se ha observado que la falta de C-Raf se compense con los niveles de 
expresión de los otros miembros de las RAF quinasas. Además, las vías de proliferación 
(ERK1/2) y supervivencia (AKT) mostraron niveles de activación normales en la cóclea 
de los ratones nulos. Sin embargo, se ha observado un aumento en los niveles de 
expresión de FoxG1, un factor de transcripción diana de la vía PI3K/AKT (Moelling et 
al., 2002).  FoxG1 desempeña un papel importante en la morfogénesis del oído interno 
(Pauley et al., 2006), y su expresión está aumentada en las neuronas auditivas tras un 
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estímulo inductor de apoptosis (Dastidar et al., 2011). También se ha descrito en 
cultivos primarios de células neuronales y gliales, y en la corteza de ratón que Foxg1 
participa en la regulación del equilibrio entre proliferación y diferenciación de las 
células neuroepiteliales (Pancrazi et al., 2015). Se sabe que las proteínas RAF 
interaccionan con la vía PI3K/AKT (Moelling et al., 2002), por tanto, es posible que la 
cóclea compense el déficit de C-RAF durante el desarrollo mediante la interacción de 
las otras RAF quinasas con AKT para aumentar la expresión de FoxG1 y esto explicaría 
la falta de defectos celulares. 
 
 Los ratones nulos para C-Raf presentan una citoarquitectura coclear normal pero 
estos ratones padecen sordera neurosensorial profunda bilateral puesto que no 
responden a estímulos sonoros a ninguna intensidad ni frecuencia. Esta sordera puede 
explicarse por la disminución significativa en la expresión del canal de K
+
, Kir4.1, 
situado en las células intermedias de la estría vascular. Este canal es esencial para el 
reciclaje de K
+
, la homeostasis de la endolinfa y el mantenimiento del PE y es 
fundamental para que se produzca la excitación de las células ciliadas. Se ha descrito 
que las mutaciones de Kir4.1 causan sordera en el ratón (Marcus et al., 2002) y el 
hombre (Scholl et al., 2009). Hasta la fecha, no existen datos publicados que enlacen la 
expresión de las RAF quinasas con la de Kir4.1. La disminución de Kir 4.1 en los 
ratones nulos para C-Raf podría deberse a distintas causas que se discutirán a 
continuación. 
 
a) Ausencia de melanocitos 
 
 El canal Kir4.1 se expresa en las células intermedias o melanocitos situadas en 
la estría vascular. Estas células proceden de la cresta neural mientras que la mayoría de 
tipos celulares que forman el oído interno tienen su origen en la placoda ótica 
(Magarinos et al., 2012). Este hecho plantea la posibilidad de que los ratones nulos para 
C-Raf presenten defectos en la migración de los melanocitos. Los melanocitos son 
necesarios para el correcto desarrollo y funcionamiento de la cóclea, ya que su ausencia 
produce sordera neurosensorial en el hombre (Merchant et al., 2001). Además, defectos 
en la síntesis de la melanina de estas células provocan discapacidad auditiva en los 
ratones (Murillo-Cuesta et al., 2010). Hay estudios que demuestran que C-RAF presenta 
un papel fundamental en la migración  de queratinocitos y fibroblastos (Ehrenreiter et 
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al., 2005), en la migración de las células estromales del endometrio en humanos 
(Yotova et al., 2012), y, junto con B-RAF, en la renovación del folículo piloso 
melanoblástico (Valluet et al., 2012). En este trabajo se ha observado que los ratones 
nulos para C-Raf presentan los melanocitos en la estría vascular, sin embargo, no se 
puede descartar un defecto en la renovación de los melanocitos, que podría explicar su 
reducida capacidad de recuperación a la lesión causada por el ruido. 
 
b) Defectos en la vascularización de la estría vascular 
 
La estría vascular se encuentra altamente irrigada y defectos en su 
vascularización pueden afectar a la integridad de las células adyacentes (Neng et al., 
2013, Iwasaki et al., 1997) y provocar sordera neurosensorial (Rehm et al., 2002, 
Kimura, 1986). De hecho, la anoxia produce la inhibición del transportador Na
+
/ K
+
-
ATPasa situado en las células marginales de la estría vascular que, a su vez, 
desencadena alteraciones auditivas (Nin et al., 2008). La falta de expresión de Kir4.1 en 
la estría vascular podría deberse a defectos en la irrigación de la estría vascular por la 
falta de alguno de los componentes que suministra la sangre, principalmente el oxígeno. 
Los defectos endoteliales están asociados tradicionalmente al déficit en B-RAF 
(Wojnowski et al., 1997). Se ha descrito que la falta de la proteína B-RAF produce un 
incremento de apoptosis en las células del epitelio vascular (Wojnowski et al., 1997, 
Leicht et al., 2007, Sharma et al., 2005). Algunos estudios indican que C-RAF también 
influye en la correcta formación de los vasos sanguíneos (Malecki et al., 2004) y en la 
supervivencia de las células endoteliales durante la angiogénesis (Wimmer et al., 2012). 
Sin embargo, en este trabajo se ha descartado un defecto endotelial generalizado ya que 
otros transportadores como Na
+
/ K
+
-ATPasa y el canal KCNQ1 no están afectados en 
los ratones nulos para C-Raf.  
 
c) Interacción de las proteínas C-RAF, 14-3-3 y Kir4.1 
 
Se ha descrito que la proteína adaptadora 14-3-3 se une a C-RAF, así como, a 
otros canales iónicos para modular su función (Mrowiec y Schwappach, 2006, Czirjak 
et al., 2008, Fischer et al., 2009), pero hasta el momento no se ha descrito su unión con 
Kir4.1. El déficit de C-RAF podría, por tanto, estar disminuyendo la expresión proteica 
de Kir4.1 en la estría vascular de forma indirecta a través de la unión a la 14-3-3.  
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Por último, la disminución de Kir4.1 en los ratones nulos para C-Raf podría estar 
causada por la interacción directa de la cascada RAF-MEK-ERK sobre la transcripción, 
la traducción o la actividad de Kir4.1. La reducción de Kir4.1 podría provenir 
directamente de la desregulación de la cascada RAF-MEK-ERK. De hecho, se ha 
descrito en cultivos celulares que la vía Ras/Raf induce la expresión de un canal de Ca
2+
 
dependiente de K
+
 (Huang y Rane, 1994). Cabe destacar que en un estudio reciente con 
oocitos de Xenopus se ha puesto de manifiesto que B-RAF es un potente regulador de la 
actividad y de la presencia en la membrana de los canales de K
+ 
hERG (Pakladok et al., 
2014).  
 
5.3.2 Los ratones heterocigotos C-Raf presentan una mayor susceptibilidad 
al ruido y presentan una activación basal de las vías de señalización apoptóticas 
 
C-RAF tiene un papel bien conocido en la supervivencia, protección y 
reparación celulares (Koziel et al., 2013), por lo tanto, se decidió estudiar las 
consecuencias de su déficit crónico en la respuesta al estrés del receptor auditivo 
inducido por el ruido. Los ratones heterocigotos para C-Raf muestran umbrales 
normales de audición y su morfología coclear es similar a la de los ratones silvestres. 
Sin embargo, a nivel molecular presentan un incremento en los niveles de activación 
basal de la quinasa de estrés JNK lo que sugiere que los ratones heterocigotos para      
C-Raf poseen una predisposición a la apoptosis. 
 
En los ratones heterocigotos el ruido de 30 minutos causó un extenso daño 
celular en la cóclea, asociado a un cambio irreversible en el umbral auditivo. La pérdida 
celular fue generalizada incluyendo células ciliadas externas, neuronas, fibrocitos del 
limbo espiral y fibrocitos tipo IV del ligamento espiral. Se ha descrito que la exposición 
a un ruido excesivo produce sordera neurosensorial debido a la pérdida de la mayoría de 
las poblaciones celulares de la cóclea. El cambio en el umbral de forma permanente se 
ha relacionado con el daño en los estereocilios de las células ciliadas, defectos en la 
sinapsis del nervio y la pérdida de fibrocitos en el ligamento espiral (Wang et al., 2002, 
Chen et al., 2003, Hirose y Liberman 2003, Hu et al., 2006, Bohne et al., 2007). Sin 
embargo, el patrón de respuesta al daño fue totalmente diferente en los ratones 
silvestres, que presentaron una menor pérdida celular y un desplazamiento reversible y 
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menor del umbral tras el ruido. Estos resultados sugirieren que los ratones heterocigotos 
tienen una mayor predisposición a sufrir daño por exposición al ruido.  
 
Además, nuestros resultados ponen de manifiesto que a nivel molecular los 
ratones expuestos a ruido de ambos genotipos presentaron un aumento en la activación 
de ERK y JNK respecto de los animales control. Estos datos concuerdan con lo descrito 
hasta la fecha. La exposición al ruido causa la activación de algunas quinasas como 
MEK, ERK y JNK en el epitelio sensorial, el ligamento espiral de la cóclea y en las 
neuronas del ganglio espiral como respuesta protectora al trauma acústico (Maeda et al., 
2013, Gratton et al., 2011). Además, se ha descrito que tras un daño mecánico en 
explantes cocleares de neonatos se induce la fosforilación de ERK en las células de 
soporte, señal que promueve posteriormente la muerte de las células ciliadas (Lahne y 
Gale, 2008, Maeda et al., 2013). En nuestro estudio se observa que los ratones 
heterocigotos y los silvestres muestran niveles similares de ERK fosforilado, y 
aumentan de forma significativa y similar en ambos genotipos tras la exposición al 
ruido. Esto podría deberse a que B-RAF es la RAF quinasa principal que promueve la 
fosforilación de ERK y la proliferación celular (Galabova-Kovacs et al., 2006). Por lo 
tanto, B-RAF podría ser la quinasa que esté activando ERK en el proceso de 
recuperación al daño inducido por ruido, mientras que las acciones de supervivencia de 
C-RAF están mediadas por un mecanismo independiente de ERK, el cual B-RAF no 
puede compensar. En nuestro trabajo también se observa un aumento de la activación de 
JNK en ambos genotipos expuestos a ruido. La activación de JNK provoca apoptosis 
(Hu y Zheng, 2008, Op De Beeck et al., 2011, Chen y Fechter, 2003). De acuerdo con 
esto, se ha descrito que al bloquear la apoptosis utilizando inhibidores de la JNK 
disminuye la extensión del daño coclear y la hipoacusia causada por el ruido (Bielefeld 
et al., 2011, Harris et al., 2005). Este hecho explicaría por qué los ratones de ambos 
genotipos expuestos a ruido presentaron un aumento significativo de los niveles de       
f-PARP-1, un indicador de muerte celular por apoptosis. 
 
Por tanto, nuestros resultados muestran que las RAF quinasas están presentes en 
el oído interno del ratón y que C-RAF está implicada en el correcto desarrollo y 
funcionamiento de la cóclea, así como en la reparación y protección del receptor 
auditivo. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
  
 
Conclusiones 
135 
 
CONCLUSIONES 
 
1. El estudio del patrón temporal de expresión de los elementos del sistema IGF en la 
cóclea de ratón muestra que el Igf1r e Igf-2 disminuyen con la edad. Además, los 
animales nulos para Igf1 presentan una mayor expresión génica del Igf1R y del Igf2 
en edades postnatales tempranas (P30-60 y P270), lo que sugiere que el déficit de 
IGF-1 podría estar compensado parcialmente por estos factores.  
 
2. La deficiencia de IGF-1 en la cóclea embrionaria y adulta afecta a las principales 
vías de señalización del sistema IGF-1. Este déficit se asocia con un incremento en 
los niveles de tránscrito y proteína de A-RAF y C-RAF, implicadas en 
proliferación, un incremento en la activación de p38 que promueve acciones 
inflamatorias y una disminución en la activación de AKT, asociada a supervivencia, 
lo que supone una desregulación intracelular.  
 
3. La maquinaria molecular autofágica se expresa y está activa en el oído interno de 
ratón en estadios prenatales y postnatales y su acción se localiza en las neuronas del 
ganglio espiral. Además, la expresión de la maquinaria autofágica aumenta 
significativamente entre P30 y P60, lo que sugiere que es un proceso que está 
inducido a partir de los primeros meses de vida coincidiendo con la maduración 
funcional del receptor auditivo y que se mantiene hasta la edad más avanzada 
estudiada.  
 
4. La deficiencia del IGF-1 en la cóclea de ratón no modifica la expresión de genes 
autofágicos ni el flujo autofágico en las edades avanzadas. Estos datos sugieren que 
el IGF-1 no tiene un papel directo en la autofagia coclear o que su deficiencia está 
parcialmente compensada por elementos del sistema IGF. 
 
5. Las tres isoformas de la familia de las RAF quinasas se expresan con un patrón 
similar en la cóclea de ratón en desarrollo y postnatal y la vía RAF-MEK-ERK está 
activa puesto que su diana principal ERK está fosforilada.  
 
6. La deficiencia de C-RAF durante el desarrollo embrionario podría estar 
compensada en la cóclea por un aumento en los niveles de expresión del factor de 
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transcripción FoxG1, a través de la interacción de las otras RAF quinasas con la vía 
PI3K-AKT. 
 
7. Los ratones nulos para C-Raf presentan sordera neurosensorial profunda bilateral 
para todas las frecuencias estudiadas. Estos ratones no presentan defectos 
morfológicos ni celulares en el Órgano de Corti y en el ganglio espiral, pero si 
presentan niveles reducidos del canal de potasio Kir4.1 en la estría vascular, hecho 
suficiente para explicar la sordera.  
 
8. Los ratones heterocigotos para C-Raf son normo-oyentes y su morfología coclear es 
similar a la de los ratones silvestres, sin embargo, presentan una activación basal de 
las vías de señalización apoptóticas en comparación con los ratones silvestres. Los 
estudios de respuesta a estrés acústico han revelado que los ratones heterocigotos 
para C-Raf presentan una mayor susceptibilidad al daño inducido por ruido asociada 
a alteraciones en la citoarquitectura coclear y en la expresión de marcadores 
celulares.  
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Abstract The family of RAF kinases transduces extra-
cellular information to the nucleus, and their activation is
crucial for cellular regulation on many levels, ranging from
embryonic development to carcinogenesis. B-RAF and
C-RAF modulate neurogenesis and neuritogenesis during
chicken inner ear development. C-RAF deficiency in hu-
mans is associated with deafness in the rare genetic insulin-
like growth factor 1 (IGF-1), Noonan and Leopard syn-
dromes. In this study, we show that RAF kinases are
expressed in the developing inner ear and in adult mouse
cochlea. A homozygous C-Raf deletion in mice caused
profound deafness with no evident cellular aberrations
except for a remarkable reduction of the K? channel Kir4.1
expression, a trait that suffices as a cause of deafness. To
explore the role of C-Raf in cellular protection and repair,
heterozygous C-Raf?/- mice were exposed to noise. A
reduced C-RAF level negatively affected hearing preser-
vation in response to noise through mechanisms involving
the activation of JNK and an exacerbated apoptotic re-
sponse. Taken together, these results strongly support a role
for C-RAF in hearing protection.
Keywords Programmed cell death  ERK  FoxG1 
Inflammation  NIHL  Otic
Introduction
The RAF-MEK-ERK pathway conveys growth factor sig-
nals from the cell surface to the nucleus to drive a wide
variety of physiological outcomes [1]. RAF activities are
central to embryonic development [2], cancer [1], stem-cell
generation [3], and cell protection and regeneration [4, 5].
RAF serine/protein kinases transfer information to the
MEK-ERK module through direct phosphorylation to ul-
timately facilitate transcriptional activity. RAF proteins
also facilitate cell survival by directly interacting with
other proteins such as 14–3–3, through mechanisms inde-
pendent of their kinase activity [6–8].
In mammals, the RAF family of kinases consists of three
members: A-RAF, B-RAF, and C-RAF. All have autoin-
hibitory, regulatory, and catalytic domains with
phosphorylation activity [9–11]. RAF kinases have specific
tissue and cell-type expression patterns. A-RAF is ubiqui-
tous and its functions have been related to endocytic
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trafficking [12]. Accordingly, A-Raf knockout mice die
around P20 due to neural defects and bowel distension
[13]. Evolutionarily, B-RAF is the ancestral RAF kinase,
and it is highly expressed in the nervous system [14].
Although the three RAF proteins can phosphorylate ERK,
B-RAF is the most efficient one, and therefore, it plays a
central role in the physiopathology of cell proliferation
[15]. The first Raf gene was isolated from retroviruses [16]
and was found to be closely associated with cancer [17].
C-RAF is also ubiquitous [18] and plays a role in cell
survival [19].
The three RAF kinases have redundant but also specific
functions, depending on the temporal and cellular contexts
[20–22]. B-RAF and C-RAF play distinct roles in cell
proliferation and survival, respectively. This distinction is
the case during the early development of fish and chicken
inner ears [23–26]. In mice, ERK1/2, the phosphorylation
target of RAF kinases, is activated as part of the repair
response to cochlear injury [27, 28]. Finally, deficiencies in
IGF-1 and C-RAF have been implicated in some rare and
severe human syndromes with defects that include deaf-
ness, such as IGF1 deficit (OMIM #147440), Noonan
(NS5; OMIM #611553), and Leopard (LPRD2; OMIM
#611554) syndromes [7, 29–32]. To date, the mechanisms
underlying the functions of C-RAF in mammalian auditory
organs are poorly understood, and the impact of chronic
C-RAF deficiency on hearing has not been investigated.
Sensory hair cells located in the organ of Corti are re-
sponsible for sound reception and information transmission
to the brain. Hair cells are bathed in a potassium-rich fluid
called endolymph, whose composition is essential for hair-
cell depolarization and stimuli transduction. Mutations in
potassium channels are well-defined genetic causes of
deafness [33, 34]. Stria vascularis cell types, fibrocytes of
the spiral ligament, and other cochlear cells contribute to
potassium recycling and endolymph homeostasis [35].
Environmental exposure to noise causes hearing loss, but
the extent of damage has an unknown genetic component
[36]. Noise-induced hearing loss (NIHL) involves alter-
ations in the ion balance [37, 38] and triggers a JNK-
mediated inflammatory and pro-apoptotic response.
Although the precise mechanisms underlying the predis-
position to noise damage are not well defined, defects at the
critical nodes of cell survival and repair responses are
likely to contribute.
In this study, we investigated the role of C-RAF in the
physiopathology of hearing loss using wild-type C-Raf?/?,
heterozygous C-Raf?/-, and C-Raf-/- null mice. The three
RAF kinases are expressed and active during inner ear
development. The complete elimination of C-RAF caused
profound deafness, but this was not sufficient to cause
cellular malformations in the cochlea. As most C-Raf null
mutants die at embryonic or early postnatal ages,
heterozygous mice were studied as a model of chronic
C-RAF deficiency. Heterozygous mice exhibited normal
hearing but experienced exacerbated injury in response to
noise exposure that was associated with basal JNK acti-
vation and an increased rate of apoptosis. Our data strongly
support the hypothesis that C-RAF activity is essential for
protection and repair of the auditory organ.
Materials and methods
Mouse handling and genotyping
C-Raf-/- mice were generated [39] and backcrossed to an
Ola:MF1 genetic background that allows postnatal survival
[40, 41]. Null (C-Raf-/-), heterozygous (C-Raf?/-), and
wild-type (C-Raf?/?) littermates used were maintained on
a Ola:MF1 genetic background. Null mice died between
postnatal (P) days 20–40 (postnatal survival rate = 1 %)
due to massive liver apoptosis [19, 42]. No differences
between male and female mice were observed, and both
were used in this study at the embryonic (E) and postnatal
(P) ages indicated in the text. Mice genotypes were de-
termined using the REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit
(Sigma-Aldrich) with primer pairs for detection of the
wild-type C-Raf allele [50-ACAGAAAGTGTAGCTGC
AGTGA-3 and 50-ATTGATTTGATTGCCAGGTATGAT-
30 (335-bp band)] and the neomycin cassette [50-ACA-
GAAAGTGTAGCTGCAGTGA-3 and 50-TGCGTCCAAT
CCATCTTGTTCAA)-30 (450-bp band)]. Animal care
procedures and use were approved by the Bioethics Com-
mittee of the CSIC. Experimental procedures were
conducted in accordance with European Union (2010/63/
EU) and Spanish R&D (53/2013) legislations.
In vivo evaluation of auditory brainstem response
(ABR), noise exposure, and vestibular function
Three genotypes of P20–60 mice were anesthetized by i.p.
administration of ketamine (Imalgene 1000, Merial;
100 mg/kg) and xylazine (Rompun 2 %, Bayer Labs;
4 mg/kg). Hearing was evaluated by registering the audi-
tory brainstem response (ABR) as described [43]. Click
and 8–40 kHz tone-burst stimuli (0.1 and 5 ms duration,
respectively) were generated with SigGenRPTM software
(Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL, USA). Stimuli
were presented monaurally at 30 or 50 pulses per second
each, from 90 to 10 dB relative to sound pressure level (dB
SPL) in 5–10 dB SPL steps, and the electrical response was
amplified, recorded, and averaged (1000 and 750 stimulus-
evoked responses for click and tone burst, respectively),
using BioSigRPTM software. Hearing thresholds (dB SPL)
and wave latencies (ms) were calculated based on the ABR
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waves that were registered as reported [44]. When indi-
cated, P60 heterozygous and wild-type mice were exposed
to high frequency-enriched noise for 30 min at an intensity
of 110 dB SPL in a sound-proof reverberant chamber [45].
The vestibular function of P20–40 null, heterozygous and
wild-type littermates was tested as reported, in a series of
simple tests adapted from standard protocols ([46]; http://
empress.har.mrc.ac.uk/), as previously described [47].
Briefly, mice were observed for behavioral aberrations
associated with vestibular disorders such as circling, head
bobbing, or abnormal gait. Then the following behaviors
were sequentially evaluated: (i) the ability of mice to reach
a horizontal surface and the presence of abdominal forward
curling; (ii) their performance in contact righting and air
righting tests to evaluate the mice’s ability to reorient their
bodies from an inverted position; and (iii) their perfor-
mance in a swimming test to discover abnormal swimming
behaviors such as vertical, circular or side swimming, or
immobile floating.
Middle ear dissections
Three P20 mice of each genotype were administered a
lethal dose of pentobarbital (Dolethal, Ve´toquinol). The
ossicles—the malleus, incus, and stapes—of the middle ear
were dissected. Microphotographs of these structures were
taken using a digital camera connected to a Leica MZ8
stereo microscope (Leitz).
Histology and immunohistochemistry
Cochleae were dissected, photographed, and fixed over-
night in 4 % paraformaldehyde in PBS (4 C), decalcified
in 0.3 M EDTA (pH 6.5) for 8 days, and embedded in
paraffin, celloidin, or gelatin. Sections of the paraffin-em-
bedded (5 lm) or celloidin-embedded (2 lm) tissues were
stained using hematoxylin/eosin and cresyl violet, respec-
tively, to study cochlear cytoarchitecture or were subjected
to immunohistochemistry, as described [48, 49]. After in-
cubation with the primary antibody overnight (4 C)
(Supplementary Table S1), sections were incubated with
biotinylated secondary antibodies (Chemicon; dilution
1:200) for 2 h and processed using an ExtrAvidin-per-
oxidase conjugate solution (1:200, Sigma). Antibody
binding was visualized using DAB, and sections were
mounted in Entellan (Merck Chemicals) for observation
using a Zeiss Axiophot microscope equipped with an
Olympus DP70 digital camera. Cryosections (10 lm) were
incubated as above and then with Alexa Fluor-conjugated
secondary antibodies for 2 h (RT). Sections were mounted
in Prolong Gold containing DAPI (Invitrogen) and visu-
alized using a fluorescence microscope (Nikon 90i, Tokyo,
Japan). The intensity of neurofilament, synaptophysin,
Kir4.1, myelinP0, KCNQ1, immunofluorescence, Sox2,
and myosin VIIa positive cells were determined and
counted, respectively, in 4–12 equivalent sections prepared
from at least 3 mice of each genotype and experimental
group. Quantifications were performed in a region of in-
terest (ROI) in each cochlea from base to apex using
ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) [50].
TUNEL
Apoptosis was evaluated by TdT-mediated dUTP nick-end
labeling (TUNEL) using the ApopTag kit (Millipore/
S7101). Cryosections (10 lm) were fixed using 1 % PFA
pH 7.4 for 10 min (RT). The sections were post-fixed in
ethanol/acetic acid (2:1, by vol.) for 5 min (-20 C), in-
cubated with the TdT enzyme (37 C) for 1 h and
processed using an anti-digoxigenin conjugate. Apoptotic
cells were visualized using a peroxidase substrate solution.
The TUNEL-positive nuclei in the organ of Corti in 6 (non-
exposed wild type), 10 (wild type exposed to noise), 8
(non-exposed heterozygous), and 10 (heterozygous ex-
posed to noise) sections prepared from three mice of each
genotype and the experimental group were quantified using
NIH ImageJ software as described above.
Protein extraction and Western blotting
Proteins from frozen cochleae of at least three mice/ex-
perimental group were extracted using a Ready Protein
Extraction Kit (BioRad). Cochleae were lysed in
100–250 ll of extraction buffer containing 0.01 % pro-
tease- and phosphatase-inhibitor cocktails and 0.01 % TBP
(Sigma-Aldrich). Protein concentration was determined
with the RC DC Protein Assay kit (BioRad) using bovine
serum albumin (BSA) as the standard. Equal amounts of
cochlear proteins were subjected to gel electrophoresis
(Any kD Mini-PROTEAN-TGX, BioRad) and transferred
to PVDF membranes (0.2-lm, BioRad) using a Bio-Rad
Trans Blot TURBO apparatus. After incubation with a
blocking solution, the membranes were probed overnight
(4 C) with the primary antibodies indicated in Supple-
mentary Table S1. Membranes were then incubated with a
peroxidase-conjugated secondary antibody for 1 h (RT),
and the bands were visualized using ClarityTM Western
ECL Substrate (BioRad/170–5060). Images of the blots
were captured using an ImageQuant LAS4000 mini digital
camera (GE Healthcare Bio-Sciences), and densities of the
immunoreactive bands were quantified by densitometry
using ImageQuant TL software (GE Healthcare Bio-S-
ciences). Different exposure times were used to ensure that
the bands were not saturated.
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Quantitative RT-PCR
RNA was isolated using RNeasy (Qiagen) from 1–2
cochleae; its integrity and concentration were assessed using
an Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). At
least, three mice per condition were used. cDNA was then
generated by reverse transcription (High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems) and gene
expression analyzed in triplicate by qPCR using TaqMan
Gene Expression Assay kits (Applied Biosystems). The
following probes were used: Foxm1 (Mm00514924_m1),
Foxg1 (Mm02059886_s1), Gap43 (Mm00500404_m1),
Gmf-b (Mm01322969_m1), Igf1r (Mm00802831_m1),
Mapk14 (Mm00442498_m1), Mash1 (Mm03058063_m1),
Mef2d (Mm00504931_m1), Ntn1 (Mm00500896_m1),
p27kip1/Cdkn1b (Mm00438168_m1), A-Raf (Mm0055
0186_m1), B-Raf (Mm01165837_m1), C-Raf (Mm00466
513_m1), and Sox2 (Mm03053810_s1). PCRwas performed
on an Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR System
using eukaryotic 18S and RPLP0 rRNA as the endogenous
housekeeping genes. Relative quantification values were
calculated using the 2-DDCtmethod, and datawere expressed
as the mean log10RQ values [51].
Statistical analysis
Data analysis was performed by running the Student’s t test
using SPSS v19.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Post hoc multiple comparison analyses included the Bon-
ferroni test when equal variances were assumed to exist.
Data were expressed as mean values ± SEM. Results were
considered significant at P\ 0.05.
Fig. 1 RAF kinases are expressed in the cochlea. a Schematic
illustration comparing cochlear cross sections of E18.5 and P20 mice.
SV Scala vestibuli, SM Scala media, ST Scala tympani, OC organ of
Corti, SG Spiral Ganglion, LW Lateral wall, StV Stria vascularis, SPL
Spiral ligament. b A-Raf, B-Raf and C-Raf mRNA expression levels
in E18.5 and P20 cochleae were analyzed using RT-qPCR. 18s RNA
was used as the endogenous control gene. At least, three mice from
each stage were evaluated in triplicate. Data were normalized to the
E18.5 levels and expressed as mean ± SEM of 2-DDCt. The
significance of the differences was evaluated using the Student’s
t test. c A-RAF, B-RAF, C-RAF, and p-ERK1/2 levels in cochlear
lysates were analyzed by Western blotting and normalized using ERK
levels. p-B-RAF was normalized using B-RAF level. A representative
sample blot from at least three mice in each stage is shown, and the
average values obtained from densitometric measurements are plotted
in bar graphs. The results are expressed as mean ± SEM. The
significance of the differences was evaluated using Student’s t test.
**P\ 0.01 versus A-RAF E18.5; ###P\ 0.001 versus B-RAF E18.5;
and ??P\ 0.01 versus C-RAF E18.5
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Results
RAF kinases are expressed in the developing
and postnatal mouse inner ear
To analyze temporal expression of RAF kinases, quanti-
tative RT-PCR was performed using E18.5 and P20
cochleae (Fig. 1a, b). A-Raf, B-Raf, and C-Raf transcripts
were similarly expressed at both ages, whereas RAF pro-
tein levels were significantly reduced at P20 (Fig. 1c).
Interestingly, the p-B-RAF/B-RAF ratio was not reduced in
the P20 cochlea when compared to that observed at E18.5.
Accordingly, the phosphorylation level of its main target,
ERK1/2, was not significantly changed (Fig. 1c).
C-Raf null mice presented profound sensorineural
deafness
The ABR of the three genotypes was determined in 3- to
5-week-old mice (Fig. 2a, b), and demonstrated that
wild-type and heterozygous mice had similar thresholds
(35 ± 4 and 40 ± 5 dB SPL, respectively; Fig. 2c). In
contrast, null mice showed no auditory response, even at
the highest sound intensity tested (90 dB SPL; Fig. 2c).
Frequency audiograms (Fig. 2d) and wave latencies (data
not shown) were also studied in the three genotypes. Null
mice were profoundly deaf but showed a normal re-
sponse to standard vestibular screening tests (data not
shown).
Fig. 2 C-Raf null mice have profound bilateral sensorineural deaf-
ness. a Plots show representative ABR recordings of wild-type,
heterozygous, and null mice. b The typical ABR profile consists of
five waves corresponding to the different hearing processing centers:
I auditory nerve; II cochlear nucleus; III superior olivary nucleus; IV
lateral lemniscus; V inferior colliculus. c Average ABR thresholds for
click stimuli in wild-type (n = 9), heterozygous (n = 13) and null
mice (n = 4). d ABR thresholds in response to tone-burst stimuli in
wild-type (n = 9), heterozygous (n = 13) and null mice (n = 4).
Null mice showed severe sensorineural hearing loss. The significance
of the differences was evaluated using Student’s t test. ***P\ 0.001
versus wild type and ???P\ 0.001 versus heterozygous
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Normal cytoarchitecture and aberrant Kir4.1
channel expression in C-Raf null cochlea
The general anatomy of the middle and inner ears of null
mice was normal (data not shown), in striking contrast with
the reported 70 % reduction in body size [39]. The general
cochlear morphology of wild-type, heterozygous (data not
shown), and null mice was entirely comparable at the se-
lected embryonic and early postnatal stages (Fig. 3a, b, e, f).
The outer and inner hair cells of the adult organs of Corti in
the mutant mice had a normal appearance (Fig. 3, compare
panels c, d with g, h), as confirmed by the pattern of myosin
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VIIa expression (h0). The number of supporting cells in the
various genotypes was also similar, as indicated by tran-
scription factor SOX2 expression (Fig. 3d, h, quantification
shown in h0). Histological analysis of spiral ganglia showed
no differences in cellular organization among the genotypes
(Fig. 3i, l). We reported aberrant myelination for Igf1 and
Irs2 mutant mice genes [30, 48], and therefore, the expres-
sion of myelin P0 was examined, but no significant
differences were found among the genotypes (Fig. 3j, m,
quantification shown in m0). Neurofilament and synapto-
physin antibodies were used to examine the afferent fibers
and the synaptic regions, respectively, but again there were
no measurable differences among the genotypes (Fig. 3k, n,
quantification shown in n0).
Histological examination of the stria vascularis in sec-
tions of 1-month-old wild-type, heterozygous (data not
shown) and null cochleae revealed an apparently normal
morphology and a similar capillary network in the three
genotypes (Fig. 3, compare panels o, p with u, v). The stria
vascularis is formed by marginal, intermediate-me-
lanocytes, and basal cell layers. To further study this
structure, the expression of cell-type specific channel pro-
teins was assessed (Fig. 3, compare panels q–t with w–z).
There were no differences in the Na?/K?-ATPase and
KCNQ1 expression levels among the genotypes (Fig. 3,
compare panels q–r with w–x, quantification shown in x0).
In contrast, the potassium rectifying Kir4.1 channel ex-
pression level was significantly reduced, by 75 %, in null
mice (Fig. 3s, y, quantification shown in y0). To exclude a
migration defect, the intermediate cells were positively
identified in null mice (Fig. 3t, z, dotted lines).
Functional tests revealed no obvious anatomical or
cellular defects in the vestibular system of null mice (data
not shown).
Molecular profiling of the E18.5 C-Raf null cochlea
showed up-regulation of FoxG1
Expression levels of thirteen cochlear genes in wild-type
and null E18.5 mice were compared using RT-qPCR.
Selected genes shown include those coding for RAF
family members, A-Raf, B-Raf, and C-Raf (Fig. 4a), to
test their potential up-regulation to compensate C-Raf
absence. Other potential candidates for phenotype com-
pensation are IGF-1 downstream signaling targets,
including Igf1r, FoxM1, p27kip1, Mapk14 [52], Gap43,
and Ntn1 [53] (Fig. 4 b; Supplementary Table S2). Fi-
nally, a panel of genes was tested to study if there was a
neurodevelopmental alteration associated with the func-
tional phenotype such as FoxG1 [54], Sox2 [55] (Fig. 4b;
Supplementary Table S2), Mef2D, Mash1 [52], and Gmf-
b [56] (Supplementary Table S2). Expression levels of
these genes were similar in both genotypes, with the ex-
ception of FoxG1, a neuronal pro-survival transcription
factor [54, 57] that increased 2.5-fold in the null cochlea
(Fig. 4b).
Next, we evaluated the levels and phosphorylation state
of C-RAF, B-RAF, ERK1/2, and the 14–3–3 adapter pro-
teins, as well as those of the PI3K/AKT, p38, and JNK
kinases. There were no differences between the genotypes
(Fig. 4c), which confirmed that the C-Raf deletion is not
sufficient to halt inner ear development.
To further understand the role of C-RAF in adult
hearing and given that C-Raf-/- null mice die in the first
2 months of life, C-Raf ?/- heterozygous mice were used
for further studies. However, two-month-old C-Raf?/-
heterozygous mice showed normal baseline hearing and
cochlear structure. The expected roles of C-RAF in cell
self-repair and survival prompted us to study their re-
sponse to stress.
C-Raf heterozygous adult mice showed an increased
susceptibility to NIHL
P60 wild-type and C-Raf?/- heterozygous mice were noise
challenged (Fig. 5a). Wild-type mice showed a temporary
40 dB ABR-threshold shift that was partially recovered
35 days later (Fig. 5b). Hearing recovery in wild-type mice
was evident as early as 14 days after injury. In contrast,
heterozygous mice showed a 60 dB ABR-threshold shift
and no recovery 35 days later (Fig. 5b).
bFig. 3 Characterization of C-Raf null mice cochlear cytoarchitecture
and cell-type markers showing reduced levels of the Kir4.1 potassium
channel, (a–c, e–g). Representative microphotographs of cross
sections from wild-type and null mouse cochleae at E15.5, P5 and
P30 (d, h, h0). The degree of Myosin VIIa (green) immunostaining/
lm2 (outer and inner hair cells, OHC and IHC, respectively) and of
SOX2 (red) (supporting cells, SC) was quantified in the organ of Corti
(i, l). Neuronal distribution in the spiral ganglion was similar in P30
wild-type and null mice. Quantification of the intensity/lm2 of myelin
P0 (j, m, m0), neurofilament (NF, red) and synaptophysin (SYN,
green) (k, n, n0) staining showed no differences between genotypes.
Representative microphotographs of paraffin-embedded (o, u) and
semi-thin celloidin-embedded (p, v) cross sections of the stria
vascularis from P30 wild-type and null mice (q, r, w, x, x0).
Immunostaining of Na?/K?-ATPase and KCNQ1 channels in
sections of wild-type mice and null mouse cochlea (s, t, y, z, y0).
The Kir4.1 potassium channel expression level, also known as
KCNJ10, was reduced in intermediate cells of null mice. Quantifi-
cation of the immunofluorescence signal/lm2 was done using ImageJ
software. Data were obtained from 4 to 12 sections of at least three
mice from each genotype and plotted in bar graphs as the
mean ± SEM relative to wild-type values. The significance of the
differences was evaluated using Student’s t test: **P\ 0.005 versus
wild type. Scale bars 10 lm (d, h, t, z); 25 lm (a–c, e–g, i–n, o–s, u–
y)
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Altered cytoarchitecture and cell-type expression
markers in noise-exposed C-Raf heterozygous
cochlea
Histological analysis of non-exposed wild-type (Fig. 6a–e)
and heterozygous mice (Fig. 6k–o) showed normal cochlea
during the study. 35-day post-noise exposure wild-type
animals showed a reduction of the fibrocyte population in
the central region of the spiral limbus but no other evident
cellular alterations (Fig. 6f–j, asterisk in g). In contrast,
heterozygous noise-exposed mice showed generalized
cochlear damage (Fig. 6p–t). The interdental cells of the
spiral limbus were absent (Fig. 6q, arrows), and the organ
of Corti had a collapsed tunnel of Corti and a low density
of hair cells and supporting cells (Fig. 6r, arrows). More-
over, the spiral ligament had a low density of fibrocytes
with evidence of cellular debris within the fibrocyte type-
IV region (Fig. 6s). Finally, the spiral ganglion was af-
fected to different degrees, in both loss of both fibers and
cellularity, as demonstrated by the increase in size of in-
tercellular spaces (Fig. 6t).
The severity of the cellular alterations observed in
heterozygous mice exposed to noise was confirmed by
evaluating the expression of cell-type markers 35 days
after noise exposure. Myosin VIIa and SOX2 immunos-
taining indicated, respectively, a 25 % significant reduction
in the population of supporting cells and a 40 % decrease
in the number of outer hair cells in noise-exposed
heterozygous mice compared to all the other experimental
groups (Fig. 7, compare panel a with e, arrow, quantifica-
tion shown in e0). Accordingly, a 95 % increase in the
number of apoptotic TUNEL? cells was evident 2 days
after noise exposure in heterozygous cochlea (Fig. 7a, e,
insets; TUNEL quantification in e0). Neurofilament and
Fig. 4 Expression of FoxG1 is up-regulated in C-Raf null mice
cochleae. mRNA levels of (a) A-Raf, B-Raf, and C-Raf and (b) Igf1r,
FoxM1, p27 kip, and FoxG1 in E18.5 wild-type (blue bars) and null
(green bars) cochleae were analyzed using RT-qPCR. 18s RNA was
used as the endogenous control gene. At least, three mice from each
genotype were evaluated in triplicate. Data were normalized to the
levels of wild-type mice and were expressed as mean ± SEM of 2-
DDCt. The significance of the differences was evaluated using
Student’s t test. **P\ 0.005 versus wild type. c C-RAF, p-B-RAF,
p-ERK 1/2, and 14–3–3 levels in wild-type and null cochleae were
analyzed by Western blotting using cochlear lysates and were
normalized to B-RAF, ERK 1/2, and b-actin levels, respectively.
p-AKT, p-p38, and p-JNK levels were normalized with respect to
total levels of their respective kinases. A representative blot of
samples obtained from at least three mice of each genotype is shown.
Densitometric average values are shown in the histogram. Results are
expressed as mean ± SEM. The significance of the differences was
evaluated using Student’s t test
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myelin P0 expression decreased by 80 and 70 %, respec-
tively, confirming neuronal degeneration of heterozygous
spiral ganglia. Hair cell synapses were also significantly
affected, as indicated by the 80 % decrease of synapto-
physin labeling (Fig. 7, compare panels b, c with f, g,
quantification shown in f, g0). Finally, only wild-type mice
exhibited a 60 % increase in the Kir4.1 expression level in
response to noise (Fig. 7d–h, quantification in h0).
C-Raf heterozygous mice showed basal activation
of apoptotic signaling pathways
The phosphorylation state of key kinases was studied in the
cochleae of wild-type and heterozygous mice 2 days after
noise exposure (Fig. 8a). Heterozygous cochleae exhibited
significantly higher baseline ratios of p-JNK/JNK than
wild-type mice. In response to noise, both genotypes
showed an increase of around 2-fold and 1.5-fold, respec-
tively, in the activity ratios of p-ERK/ERK and p-JNK/
JNK. The p-AKT/AKT ratio, an index of cell survival, was
not significantly different between genotypes, but cleaved
PARP (f-PARP-1) levels, an index of apoptotic cell death,
were increased in response to noise (Fig. 8b, quantification
in c). PARP fragmentation was significantly stronger in
heterozygous than in wild-type cochleae.
Discussion
RAF kinases play an essential role during embryonic
development, as demonstrated by the fact that null mu-
tants are not viable (B-Raf-/-), have a high rate of
embryonic lethality (C-Raf-/-) or die shortly after birth
(A-Raf-/-) [13, 39, 58]. In this study, we show that the
three RAF kinases are expressed in the mouse inner ear
with similar developmental expression patterns. Each
RAF kinase has highly specific functions [12, 21, 59]
although they are exchangeable in certain contexts [20].
Our previous work showed that RAF kinases are targets
of IGF-1, promoting cell proliferation, cell survival, and
neuritogenesis during early development of the chicken
inner ear. C-RAF inhibition in the chicken otic vesicle
triggered apoptosis, whereas B-RAF and C-RAF inhibi-
tions also impaired proliferation of the otic
neuroepithelial progenitors [24]. Similar results have been
reported in other species [60].
Fig. 5 C-Raf heterozygous mice showed increased susceptibility to
noise-induced hearing loss. a Scheme of the experimental design.
Briefly, ABR thresholds were determined for the two experimental
groups of 2-month-old wild-type (n = 16) and heterozygous (n = 15)
mice. Next, one group of mice was exposed to moderate noise of
110 dB SPL (2–22 kHz) for 30 min in a sound-proof reverberant
chamber. ABR evaluations were repeated on days 2, 14, 21, and 35.
b Auditory click thresholds of both experimental groups were
measured. Data from non-exposed mice (n = 4/genotype) are shown
in circles, whereas data from noise-exposed (n = 4/genotype) mice
are shown in squares. Wild-type (n = 4, blue) and heterozygous
(n = 4, red) mice showed similar ABR-threshold increases 2 days
after noise exposure. Wild-type mice (blue squares) gradually
recovered their hearing, but heterozygous mice (red squares) did
not. ABR thresholds of non-exposed mice from either genotype were
not modified during the experiment. The significance of the differ-
ences was evaluated using Student’s t test: ?P\ 0.05 versus non-
treated wild type; #P\ 0.05 versus wild type exposed to noise;
##P\ 0.01 versus wild type exposed to noise; ###P\ 0.001 versus
wild type exposed to noise; *P\ 0.05 versus non-treated heterozy-
gous; ***P\ 0.001 versus non-treated heterozygous
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C-Raf null mice have poor embryonic survival rates,
exhibit significant malformations at birth, including a re-
duced body size, and die at an early postnatal age because
of extensive liver apoptosis [19]. In contrast, the middle
and inner ears of null mice did not show any evident
malformations or size reductions. Gross morphology and
cytoarchitecture of the cochlea as well as expression of
cell-type markers in the spiral ganglion and organs of Corti
were similar in null and wild-type mice. We did not ob-
serve any compensation at the gene expression level of the
Fig. 6 C-Raf heterozygous mice exhibited severe histological alter-
ations in the organ of Corti and the spiral ganglion following noise
exposure. a–e Histological cross sections of non-exposed wild-type
mice. f–j Wild-type mice exposed to noise showed a reduction in the
number of fibrocytes in the spiral limbus (g, asterisk), no other
cellular alterations were observed, and the general cytoarchitecture
was similar to that of non-treated wild-type mice. k–o Heterozygous
mice not exposed to noise showed a cellular phenotype identical to
wild-type mice. p–t Heterozygous mice exposed to noise showed the
following alterations: loss of fibrocytes in the spiral limbus (q,
arrows); loss of hair cells and supporting cells at the organ of Corti (r,
arrows); loss of spiral ligament fibrocytes (s); and the spiral ganglion
showed a drastic reduction in neuronal density (t). Scale bars 25 lm
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other RAF kinases, and, accordingly, proliferation (ERK1/
2) and survival pathways (AKT) showed normal activation
levels in null mice cochlea. In contrast, we observed
increased FoxG1expression, a transcription factor typically
considered a target of the PI3 K/AKT pathway [61].
FoxG1 plays an important role in inner ear morphogenesis
Fig. 7 C-Raf heterozygous mice exhibited severe cellular alterations
in the organs of Corti and spiral ganglion following noise exposure. a,
e, e0 Wild-type and heterozygous mice exposed to noise showed
different immunostaining patterns. Myosin VIIa (green) positive outer
hair cells and SOX2 (red) positive supporting cells showed 40 and
25 % reductions, respectively, in heterozygous mice. In contrast,
TUNEL staining 2 days after noise exposure (insets a, e) showed a
95 % increment in the noise-exposed heterozygous mice with respect
to any other experimental group (e0). b, c, f, g, f0, g0 Neuronal markers
NF (red), SYN (green) and myelin P0 (brown) evidenced neuronal
and nerve fiber loss. Quantification of staining/lm2 showed that only
heterozygous mice exposed to noise presented a general reduction. d,
h, h0 Immunostaining for the Kir4.1 potassium channel (green) in the
stria intermediate cells increased by 60 % in the wild-type but not in
the heterozygous mice after noise exposure. The intensity of the
immunofluorescence per lm2 of the regions was quantified using
ImageJ software. Data were obtained from 4 to 12 sections of at least
three mice from each genotype and are shown relative to those of non-
exposed wild-type mice as mean ± SEM. The significance of the
differences was evaluated using Student’s t test: ???P\ 0.001
versus non-treated wild type; *P\ 0.05 versus non-treated heterozy-
gous; ***P\ 0.001 versus non-treated heterozygous; ##P\ 0.01
versus wild type exposed to noise; ###P\ 0.001 versus wild type
exposed to noise; Scale bars 10 lm (a, e); 25 lm (b–d, f–h)
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[54], and its expression is up-regulated in auditory neurons
upon apoptotic insult [57]. RAF proteins have been shown
to cross-talk with the PI3K/AKT pathway [61]. Therefore,
it is entirely possible that the cochlea compensated for
C-RAF developmental deficiency by basal activity of other
RAF kinases and by cross-talk with basal AKT to up-reg-
ulate FoxG1 dependent cell survival. Further understanding
of the cross-talk between FoxG1 and C-RAF would shed
light on the role of these molecules in the development of
cochlear structure and function.
C-Raf null mice exhibited a normal cochlear cytoar-
chitecture, but they had a profound bilateral sensorineural
deafness that affected all frequencies. Deafness can be
explained by reduced expression of the inwardly rectifying
the K? Kir4.1 channel in the stria vascularis. Kir4.1 is
essential for K? recycling, endolymph homeostasis, and
maintenance of the endocochlear potential; hence Kir4.1
mutations cause human [62] and mouse deafness [63]. To
our knowledge, there are no published data linking RAF
kinases to Kir4.1 expression. Adapter 14–3–3 proteins bind
C-RAF as well as several ion channels to modulate their
function, but their potential binding to Kir4.1 has not been
described [9, 64, 65].
Within the stria vascularis, Kir4.1 is expressed by in-
termediate cells which are melanocytes of neural-crest
origin, whereas most of the other inner ear cell types
Fig. 8 C-Raf heterozygous mice showed basal JNK activation and
increased PARP fragmentation after noise exposure. a The diagram
highlights the RAF-MEK-ERK, PI3K/AKT, and JNK pathways that
modulate cell protection and repair under control (left) and noise
exposure (right) conditions. GF growth factor. b, c Levels of
p-ERK1/2, p-AKT, p-JNK, and cleaved fragment f-PARP-1 were
analyzed by Western blotting of cochlear lysates. A representative
blot is shown in (b). Protein levels were normalized using total AKT
levels, except for f-PARP1, which was normalized using the b-actin
levels. Samples from at least three mice for each condition and
genotype were tested. The average densitometric values are expressed
as mean ± SEM. c The significance of the difference was determined
using Student’s t test: ?P\ 0.05 versus non-treated wild type;
??P\ 0.01 versus non-treated wild type; ???P\ 0.001 versus non-
treated wild type; *P\ 0.05 versus non-treated heterozygous;
**P\ 0.01 versus non-treated heterozygous. Exposure to noise
increased cleaved f-PARP-1, ERK1/2, and JNK phosphorylation
ratios, but not those of AKT
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develop from the otic placode [25]. This fact raised the
possibility that these mice had a potential defect in me-
lanocyte migration. C-RAF has been implicated in the
migration of mouse keratinocytes and fibroblasts [66],
migration of human endometrial stromal cells [67], and,
together with B-RAF, in hair follicle melanoblast self-re-
newal [3]. However, melanocytes were present in the stria
vascularis of null mice, although a defect in the renewal of
melanocytes in null mice could account for their reduced
recovery level from noise injury. Finally, the stria vascu-
laris is highly rich in capillaries, and defects in the striatal
microvasculature might affect the integrity of the sur-
rounding cells and their molecules as it affects their
functions [68, 69]. Endothelial defects are traditionally
associated with B-Raf deficiency [58] but C-RAF is im-
portant for endothelial-cell survival during angiogenesis
[70]. However, we discarded a generalized endothelial
defect because KCNQ1 and Na?/K?-ATPase were ex-
pressed at normal levels in null mice.
C-RAF has a well-known role in cell survival, protec-
tion, and repair [5]; therefore, we decided to study the
consequences of its chronic deficiency on the auditory re-
ceptor’s response to injury. C-Raf heterozygous mice
showed a normal hearing threshold, and their cochlear
morphology was similar to that of wild-type mice, but the
JNK stress kinase basal activation level was increased, and
the PARP-1-dependent DNA-repair mechanisms were im-
paired. Accordingly, 30 min of exposure to moderate noise
caused widespread cellular damage in heterozygous mice
cochleae, which was associated with an irreversible shift in
the ABR threshold. Cellular loss was generalized and in-
cluded outer hair cells, neurons, spiral-limbus fibrocytes,
and type IV fibrocytes of the spiral ligament. The damage
response pattern was entirely different in wild-type mice,
which showed less cellular loss and a lower threshold shift
that partially recovered over time. These results suggested
that heterozygous mice had an increased susceptibility to
noise-induced injury.
Noise exposure causes the activation of various bio-
chemical pathways, including the JNK pathway [28],
whose activation leads to apoptosis [71–73]. Accordingly,
blocking apoptotic signaling using JNK inhibitors dimin-
ished the extent of cochlear damage and hearing loss
caused by noise [74, 75]. Survival pathways are activated
in noise-resistant mouse strains [76], and ERK phospho-
rylation is induced by mechanical damage and noise
exposure [28, 77]. B-RAF is the main RAF kinase that
promotes ERK phosphorylation and cell proliferation [78],
and it is expressed in hair cells. Both heterozygous and
wild-type mice showed similar increased p-ERK levels
after noise exposure. These data suggest that B-RAF acts as
the upstream kinase in the process of noise damage re-
covery, whereas C-RAF survival actions are mediated by
an ERK-independent mechanism for which B-RAF cannot
compensate.
Taken together, the results of this study strongly support
the involvement of RAF kinases in repair and protection of
the auditory receptors.
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Autophagy is a highly conserved catabolic process essential for embryonic development and adult ho-
meostasis. The autophagic machinery supplies energy by recycling intracellular components and facili-
tates the removal of apoptotic cells. In the inner ear, autophagy has been reported to play roles during
early development in the chicken embryo and in the response to otic injury in the adult mouse. However,
there are no studies on the expression of the autophagy machinery in the postnatal and adult inner ear.
Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) is one of the factors that regulate both otic development and cochlear
postnatal maturation and function. Here, we hypothesised that autophagy could be one of the processes
involved in the cochlear development and functional maturation.
We report that autophagy-related genes (ATG) Becn1, Atg4g and Atg5 are expressed in the mouse
cochlea, vestibular system and brainstem cochlear nuclei from late developmental stages to adulthood.
Atg9 was studied in the mouse cochlea and showed a similar pattern. The presence of autophagic ﬂux
was conﬁrmed by decreased sequestosome 1 (SQSTM1/p62) and increased relative levels of microtubule-
associated protein light chain 3-II (LC3-II). Inner ear autophagy ﬂux is developmentally regulated and is
lower at perinatal stages than in the adult mouse, where an expression plateau is reached at the age of
two-months, coinciding with the age at which full functional activity is reached. Expression is main-
tained in adult mice and declines after the age of twelve months. LC3B labelling showed that autophagy
was primarily associated with spiral ganglion neurons. Over time, Igf1 wild type mice showed lower
expression of genes coding for IGF-1 high afﬁnity receptor and the family factor IGF-2 than null mice.
Parallel analysis of autophagy machinery gene expression showed no signiﬁcant differences between the
genotypes over the lifespan of the null mice. Taken together, these results show that the autophagy
machinery expression in the inner ear is regulated with age but is not compromised by the chronic
absence of IGF-1. Our data also strongly support that the up-regulation of autophagy machinery genes is
concomitant with the functional maturation of the inner ear.
This article is part of a Special Issue entitled <IEB Kyoto>.
© 2015 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).x2, cyclooxygenase 2; IGF-I,
ated protein 1 light chain 3;
ility of Positive Log Ratio;
es Biomedicas “Alberto Sols”
.
agari~nos).
B.V. This is an open access article u1. Introduction
Autophagy is a highly conserved lysosomal degradation
pathway in eukaryotes that is responsible for providing metabolic
energy, recycling intracellular components and eliminating dele-
terious molecules and organelles. Autophagy protects cells from
several regular and pathological stresses and it plays a fundamental
role during development and in the maintenance of adult cellular
homeostasis. Accordingly, autophagy dysfunction is associated
with ageing, neurodegenerative diseases and in tumour suppres-
sion (Lopez-Otin et al., 2013; Schneider and Cuervo, 2014).nder the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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autophagy, microautophagy and macroautophagy, the latter of
which is the subtype studied here and henceforth called autophagy
(Aburto et al., 2012a). Autophagy is generally considered non-
speciﬁc, but it may also be a selective process for degrading
damaged or unnecessary organelles, molecules and pathogens
(Reggiori and Ungermann, 2012). Autophagy is triggered by
different inductive signals that initiate formation of the phag-
ophore. This consists of a double lipid membrane that initially
engulfs cytoplasmic proteins or organelles. Later it expands and
encloses the cytoplasmic cargo to form the autophagosome and
ﬁnally, it fuses with the lysosome, leading to cargo degradation by
hydrolytic enzymes. Nucleotides, amino acids and fatty acids are
products from this catabolic process, which are returned through
permeases to the cytosol to be reused in the synthesis of macro-
molecules and in ATP generation (Hurley and Schulman, 2014).
Several stages can be identiﬁed in the process: induction, nucle-
ation or assembly, elongation and autophagosome completion.
Each stage has been associated with the induction of a speciﬁc
subset of Atg, which is evolutionarily conserved from yeast to
humans (Klionsky et al., 2003). The Beclin1 and ULK1/2 complex
plays a part in the induction of the autophagosome where ULK1
activates the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3KC). The ATG9
cycling system transports membranes from several donor sources
and is essential for autophagosome formation (Aburto et al., 2012a).
ATG9 has been reported to be transcriptionally regulated in
numerous contexts (Jin et al., 2014). Two ubiquitin-like conjugation
systems, ATG12 and ATG8, are involved in elongation of the auto-
phagosome membrane. The ATG12 complex is composed of ATG5,
ATG7, ATG10, ATG12 and ATG16L1 proteins, while ATG8 is made up
of ATG3, ATG4A/B/C/D, ATG7 and LC3A/B/B2/C, as well as GABARAP/
l1/l2/GATE-16 (Le Grand et al., 2011). Both complexes regulate LC3,
the mammalian Atg8 homolog. The ATG4B protease is responsible
for breaking down the LC3 C-terminal residue, generating the
cytosolic form, LC3-I. Due to the action of ATG7, ATG3 and ATG16L1,
LC3-I is conjugated to phosphatidylethanolamine to generate LC3-II
that remains bound to the autophagosomal membrane (Feng et al.,
2014a). The relative levels of LC3-II combined with the lysosomal
degradation of autophagic substrates are readouts of autophagic
ﬂux. The SQSTM1/p62 protein binds to LC3-I and to ubiquitinated
protein aggregates and facilitates their entry into the autophago-
some. Therefore, degradation of SQSTM1/p62 is dependent on
autophagy and its levels are negatively correlated with those of
LC3-II (Bjorkoy et al., 2006, 2009; Klionsky et al., 2008).
During embryonic development, autophagy is a key dynamic
catabolic process highly regulated by hormonal and environmental
signals. Developmental autophagy provides energy to neonates and
promotes remodelling of different cells and tissues (Aburto et al.,
2012a), the developing nervous system being one of them (Fimia
et al., 2007). Autophagy induction has been reported to resolve
inﬂammation, to ameliorate ageing and to protect from neuro-
degeneration (Menardo et al., 2012; Nixon, 2013; Rubinsztein et al.,
2011). Autophagy has an essential role in adult neurons, where it
contributes to homeostasis by removing harmful protein aggre-
gates and damaged organelles. Thus adult neurons exhibit high
basal rates of autophagy that are further up-regulated upon neu-
rodegeneration (Son et al., 2012). This cytoprotective role is so
important that autophagy has been proposed as an essential pro-
cess for the determination of mammalian lifespan (Lopez-Otin
et al., 2013).
The adult inner ear is responsible for the detection of sound in
the cochlea and for the sense of equilibrium in the vestibule
(Magarinos, 2014; Magarinos et al., 2012). Both have a commondevelopmental origin in the otic placode, an ectodermal structure
that closes up to form the otic vesicle from which most cells of the
adult inner ear are formed (Magarinos et al., 2012; Sanchez-
Calderon et al., 2007). This includes the auditory spiral neurons
that connect the sensory hair cells at the organ of Corti with the
central auditory pathway whose ﬁrst relay station is the cochlear
nucleus complex (Magarinos et al., 2012). A number of earlier re-
ports have shown the presence of autophagy in the inner ear of
several species. Thus, Atg4b/ null mice show aberrant equilibrium
due to a defect in the development of the vestibular otoconia
(Marino et al., 2010). Autophagy is also involved in neurogenesis of
the chicken vestibular and auditory spiral ganglion (Aburto et al.,
2012b) which requires the proliferation and differentiation of otic
progenitors as well as apoptosis (Aburto et al., 2012b; Magarinos
et al., 2010). Autophagy provides energy for the removal of
apoptotic cells. Moreover, autophagic morphological features are
present in adult hair cells exposed to ototoxic insults (Taylor and
Kirkegaard, 2008).
IGF-1 is a trophic factor for the developing and adult nervous
system that belongs to the insulin family. Mutations in its coding
gene, IGF1, cause human syndromic deafness (Murillo-Cuesta et al.,
2011). Igf1/ null mice also show sensorineural hearing loss pri-
marily caused by failure in late differentiation concomitant with
increased apoptosis of mouse spiral neurons (Camarero et al., 2002,
2001; Sanchez-Calderon et al., 2010). Several studies have linked
IGF-1 with autophagy although, depending on the cellular context,
it shows distinct actions. IGF-1 decreases autophagy in mammary
epithelial cells through activation of mTOR (Sobolewska et al.,
2009). On the other hand, in cultures of Purkinje neurons, IGF-1
promotes autophagy by inducing fusion of autophagosomes with
lysosomes (Bains et al., 2009). Correspondingly, inhibition of
downstream insulin signalling and IGF-1 receptors decreases the
number of autophagosomes both in cell cultures and in vivo (Renna
et al., 2013). This reduction is caused by endocytosis defects, a
process involved in providing membrane substrate to form auto-
phagosomal precursors (Renna et al., 2013).
In this work, we show that autophagy machinery expression is
regulated in the inner ear from late embryonic E18.5 develop-
mental stages to nine month-old adult mice. Unexpectedly, at the
ages studied, there were no striking differences between cochlear
expression of ATGs in wild type and null Igf1/ mice. Autophagic
ﬂux reaches a plateau in cochlea at the age of two months, coin-
ciding with mouse functional maturity, when autophagic proteins
are abundantly present in the neurons of the spiral ganglia.
2. Materials and methods
2.1. Mouse handling and genotyping
Heterozygous mice with targeted disruption of the Igf1 gene
were bred and maintained on a hybrid MF1 and 129/sv mouse
genetic background to increase Igf1/ mutant survival (Liu et al.,
1993). Postnatal survival of null mice varied between 10 and 20%,
less than a 5% survived to one year (Riquelme et al., 2010). No
differences betweenmale and female micewere observed and both
were used in this study. Concretely, male wild type and null mice
numbers were: 5 and 8 of P30e60, 5 and 3 of P90, 3 and 1 of P150, 7
and 8 of P270, and 3 and 1 of P365, respectively. Female wild type
and null mice used in this study were: 8 and 6 of P30e60, 2 and 1 of
P90, 1 and 2 of P150, 8 and 7 of P270, and 0 and 3 of P365,
respectively.
Mice genotypes were determined as described (Sanchez-
Calderon et al., 2010). Animal care procedures and use were
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procedures were conducted in accordance with European Union
(2010/63/EU) and Spanish R&D (53/2013) legislations.
2.2. Transcriptome analysis of the cochlea by GeneChip arrays
Cochleae from E18.5 Igf1þ/þ and Igf1/mice were dissected and
RNA isolated from two mice was pooled. The cochlear expression
proﬁle was analysed in triplicate using GeneChip® Mouse Genome
430A2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA) as described previously
(Sanchez-Calderon et al., 2010). Results were submitted to the
public functional genomics data repository GEO (Gene Expression
Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) with accession
number GSE11821. The free software package PUMA (http://www.
bioconductor.org) was used to estimate gene expression levels of
GeneChip array data. Gene expression was further analysed by a
combination of fold change (FC) and PPLR (Probability of Positive
Log Ratio) methods.
2.3. Quantitative RT-PCR
RNA was isolated using RNeasy (Qiagen) from frozen cochleae,
vestibule and brain homogenates. When indicated, cochlear nuclei
were dissected and used to isolate RNA. Their integrity and con-
centration were assessed using an Agilent Bioanalyzer 2100 (Agi-
lent Technologies). 3e6 mice from each genotype of the following
ages were used: embryonic day E18.5 and postnatal days P30e60,
P150, P270 and P365. cDNA was then generated by reverse tran-
scription (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit;
Applied Biosystems) and gene expression was analysed in
triplicate samples by qPCR using TaqMan® Gene Expression Assay
kits (Applied Biosystems). The following probes (Life Technologies)
were used: Atg4b (Mm01701111_m1), Atg5 (Mm00504340_m1),
Atg9a (Mm01264420_m1), Becn1 (Mm01265461_m1),
Cox2 (Mm03294838_g1), Igf1r (Mm00802831_m1), Igf2
(Mm00439564_m1) and Ins2 (Mm00731595_gH). PCR was per-
formed on an Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR System
using eukaryotic 18S and Rplp0 rRNA as the endogenous house-
keeping genes with the same results. Relative quantiﬁcation values
were calculated using the 2DDCt method and the data were
expressed as mean log10RQ values (Rodriguez-de la Rosa et al.,
2014).
2.4. Protein extraction and Western blotting
Proteins from E18.5, P30e60 and P270 frozen cochleae, vesti-
bule and brain homogenates from 3 to 6 mice/experimental group
were extracted using a Ready Protein Extraction Kit (BioRad) as
reported (de Iriarte Rodriguez et al., 2015). Each tissue was lysed in
100e250 ml extraction buffer containing 0.01% protease- and
phosphatase-inhibitor cocktails and 0.01% TBP (Sigma Aldrich).
Protein concentration was determined using the RC DC Protein
Assay kit (BioRad) with bovine serum albumin (BSA) as the stan-
dard. Equal amounts of proteins were subjected to gel electro-
phoresis (10% kD Mini-PROTEAN-TGX, BioRad) and transferred to
PVDF membranes (0.2-mm, BioRad) using a Bio-Rad Trans Blot
TURBO apparatus. After incubation with a blocking solution, the
membranes were probed overnight (4 C) with primary antibodies
(anti b-actin, 1:5000, Sigma/A5441; anti LC3, 1:1000, MBL/PD014;
and, anti SQSTM1/p62, 1:1000, MBL/PM045). Membranes were
then incubated with a peroxidase-conjugated secondary antibody
for 1 h (RT), and the bands were visualized using Clarity™Western
ECL Substrate (BioRad/170e5060). Blot imageswere captured usingan ImageQuant LAS4000 mini digital camera (GE Healthcare Bio-
Sciences), and densities of the immunoreactive bands were quan-
tiﬁed by densitometry using ImageQuant TL software (GE Health-
care Bio-Sciences). Different exposure times were used to ensure
that bands were not saturated.
2.5. Histology and immunohistochemistry
E18.5 and P30e90 cochleae were dissected and ﬁxed overnight
in 4% paraformaldehyde in PBS (4 C), decalciﬁed in 0.3 M EDTA (pH
6.5) for 8 days and embedded in gelatin. Cryosections (10 mm) were
incubated with the primary antibody (anti-LC3B, 1:100, Cell Sig-
nalling/2775; anti-Sox2, 1:50, Santa Cruz/sc-17320) overnight
(4 C) and then with Alexa Fluor-conjugated secondary antibody
(Donkey-anti-rabbit IgG (AF488), 1:300, Life Technologies/A21206;
Donkey-anti-goat IgG (AF546),1:300, Life Technologies/A11056) for
2 h (RT). Sections were mounted in Prolong Gold containing DAPI
(Invitrogen/P36931) and visualized using a ﬂuorescence micro-
scope (Nikon 90i) and confocal microscope (LSM710 Zeiss). LC3B
immunoﬂuorescence intensity in the spiral ganglion was deter-
mined in 4e12 equivalent sections prepared from at least 3 mice of
each genotype and age. Quantiﬁcations were performed in a region
of interest (ROI) in each cochlea from base to apex using ImageJ
software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). All
ﬁgures were assembled using Adobe Photoshop CS4.
2.6. Statistical analysis
In order to compare gene expression in the organs, time points
and genotypes were studied using a three-way Multivariate Anal-
ysis of Variance (MANOVA) and followed up with pairwise Stu-
dent's t-tests to isolate the signiﬁcant effects of individual levels.
Multiple comparison post hoc analyses included the Bonferroni test
when equal variances were assumed to exist. All statistical analyses
were performed using SPSS v19.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Data were expressed as mean values ± SEM. Results were
considered signiﬁcant at p < 0.05.
3. Results
3.1. Autophagy gene transcripts are expressed in the E18.5 mouse
cochlea
Autophagy gene expression in E18.5 cochlea was studied in
Igf1þ/þ and Igf1/ mice using RNA arrays as reported [GEO num-
ber: GSE11821; (Sanchez-Calderon et al., 2010); Table 1]. Genes
involved in autophagic processes were selected and categorized
using previously published data (Chen and Klionsky, 2011; Feng
et al., 2014b; Gordy and He, 2012; Klionsky, 2005; Mizushima,
2007; Rubinstein and Kimchi, 2012). Most genes showed no
expression differences among genotypes (Table 1A and B), but
Ndp52, Tlr1 and Tlr6 transcripts did. Ndp52 is decreased in the co-
chlea of Igf1/ deﬁcient mouse and it plays an important role in
immunity by modulating autophagy. NDP52 is an autophagy re-
ceptor for ubiquitin-coated pathogens with the ability to bind LC3
and ubiquitylated cargo simultaneously (Kraft et al., 2010; Thurston
et al., 2009). Tlr1 and Tlr6 are members of the toll-like receptor
(TLR) family that have a key role in the innate immune system (Shi
and Kehrl, 2008; Yordy et al., 2013). RNA array data showed
increased Tlr1 and decreased Tlr6 expression in the Igf1/ mouse
cochlea when compared to wild type ones, whereas expression of
other members of the TLR family was unmodiﬁed. Activation of
TLR1 throughMydD88, alongwith othermembers of the TLR family
Table 1
Comparative expression levels of autophagy genes in the cochlea of E18.5 Igf1þ/þ and Igf1/ mice.
Gene symbol Gene Igf1þ/þ expression Igf1/ expression Fold change
A. Genes of the autophagy machinery
Genes involved in autophagosome formation
Atg12 Autophagy-related 12 (yeast) 5.41 5.36 0.053
Atg16l1 Autophagy-related 16-like 1 (yeast) 7.44 7.44 0.002
Atg4b Autophagy-related 4B (yeast) 7.09 7.09 0.001
Atg4d Autophagy-related 4D (yeast) 5.42 5.39 0.023
Atg5 Autophagy-related 5 (yeast) 6.79 6.79 0.001
Becn1 Beclin 1 7.16 7.16 0.006
Gabarap Gaba receptor associated protein 10.95 10.95 0.003
Gabarapl1 Gaba receptor-associated protein-like 1 8.46 8.45 0.004
Gabarapl2 Gaba receptor-associated protein-like 2 8.25 8.24 0.016
Map1lc3a Microtubule-associated protein 1lc3a 9.81 9.81 0.001
Rgs19 Regulator of G-protein signalling 19 7.20 7.10 0.104
Ulk1 Unc-51 like kinase 1 (C. elegans) 6.28 6.22 0.057
Genes responsible for autophagic transport
Atg10 Autophagy-related 10 (yeast) 6.19 6.19 0.006
Atg16l1 Autophagy-related 16-like 1 (yeast) 7.44 7.44 0.002
Atg3 Autophagy-related 3 (yeast) 4.54 4.49 0.051
Atg4b Autophagy-related 4B (yeast) 7.09 7.09 0.001
Atg4d Autophagy-related 4D (yeast) 5.42 5.39 0.023
Atg7 Autophagy-related 7 (yeast) 4.39 4.41 0.027
Gabarap Gaba receptor associated protein 10.95 10.95 0.003
Gabarapl2 Gaba receptor-associated protein-like 2 8.25 8.24 0.016
Rab24 RAB24, member RAS oncogene family 7.65 7.54 0.109
Genes responsible for autophagosome-lysosome/vacuole fusion
Gabarap Gaba receptor associated protein 10.95 10.95 0.003
Lamp1 Lysosomal membrane glycoprotein 1 10.51 10.51 0.003
Npc1 Niemann Pick type C1 7.70 7.70 0.005
Genes involved in autophagy and ubiquination
Bag3 Bcl2-associated athanogene 3 7.35 7.12 0.233
Atg7 Autophagy-related 7 (yeast) 4.39 4.41 0.027
Foxo3 Forkhead box O3 7.57 7.56 0.004
Hdac6 Histone deacetylase 6 8.01 8.01 0.006
Nbr1 Neighbour of Brca1 gene 1 8.55 8.35 0.204
Ndp52 Nuclear domain 10 protein 52 3.21 2.11 1.099
Genes with protease activity
Atg4b Autophagy-related 4B (yeast) 7.09 7.09 0.001
Atg4d Autophagy-related 4D (yeast) 5.42 5.39 0.023
B. Genes of the autophagy regulatory network
Regulatory genes in autophagy and apoptosis
Atg12 Autophagy-related 12 (yeast) 5.41 5.36 0.053
Atg5 Autophagy-related 5 (yeast) 6.79 6.79 0.001
Bad Bcl-associated death promoter 7.02 7.03 0.010
Bak1 Bcl2-antagonist/killer 1 3.43 3.42 0.010
Bax Bcl2-associated X protein 8.09 8.08 0.004
Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2 5.06 5.02 0.033
Becn1 Beclin 1 7.16 7.16 0.006
Bid BH3 interacting domain death agonist 4.87 4.87 0.004
Casp3 Caspase 3 7.73 7.68 0.041
Casp8 Caspase 8 7.12 6.89 0.227
Ctsb Cathepsin B 8.48 8.45 0.031
Dapk1 Death associated protein kinase 1 7.79 7.79 0.005
Fadd Fas TNFRSF6-associated via death domain 6.11 6.05 0.059
Mapk8 Mitogen activated protein kinase 8 6.74 6.73 0.007
Pik3c3 Phosphoinositide-3-kinase, class 3. Vps34 6.80 6.80 0.008
Pik3cg Phosphoinositide-3-k catalytic g polypeptide 3.48 3.37 0.111
Sqstm1 Sequestosome 1 9.67 9.67 0.002
Uvrag UV radiation resistance associated gene 7.70 7.48 0.219
Regulatory genes in autophagy and cell cycle
Cdkn1b Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (P27) 5.70 5.73 0.030
Cdkn2a Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 3.74 3.56 0.175
Eif4ebp1 Eukaryotic translation initiation factor 4Ebp1 7.04 7.04 0.006
Eif2ak4 Eukaryotic translation initiation factor 2ak4 6.05 6.32 0.278
Ulk1 Unc-51 like kinase 1 (C. elegans) 6.28 6.22 0.057
Autophagy regulatory genes in other cellular networks
Ctsd Cathepsin D 9.95 9.95 0.001
Ctss Cathepsin S 7.71 7.71 0.000
Mapk14 Mitogen activated protein kinase 14 5.26 5.13 0.131
Pik3r4 Pik3 regulatory subunit polypeptide 4. Vps15 7.53 7.52 0.007
Rps6kb1 Ribosomal protein S6 kinase, polypeptide 1 6.08 6.05 0.028
Tlr1 Toll-like receptor 1 1.42 3.04 1.615
Tlr6 Toll-like receptor 6 3.49 1.17 2.314
Autophagy induction by intracellular pathogens
Eif2ak3 Eukaryotic translation initiation factor 2ak3 7.29 7.21 0.082
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Table 1 (continued )
Gene symbol Gene Igf1þ/þ expression Igf1/ expression Fold change
Ifng Interferon gamma 0.48 0.49 0.005
Lamp1 Lysosomal membrane glycoprotein 1 10.51 10.51 0.003
The cochlear transcriptomes of both genotypes were studied using GeneChip® Mouse Genome 430A2.0 Arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA), a whole mouse genome
expression array with a coverage of over 39,000 transcripts. Autophagy genes were identiﬁed and classiﬁed according to their biological function in A) Autophagy machinery
genes and B) Regulation of autophagy genes. A probabilistic framework method (PPLR), which reduces the number of false positives in the estimation of differentially
expressed genes, was used to calculate expression levels of selected genes which are shown as fold change (FC; Igf1/minus Igf1þ/þ expression levels) as reported (Sanchez-
Calderon et al., 2010).
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2008).3.2. Lifelong expression of autophagy and IGF system genes in the
Igf1/ mouse cochlea
Next we studied the time course of the expression of the key
autophagy genes Atg4b, Atg5, Atg9a and Becn1 (Fig. 1A) from E18.5
to P0, P30e60, P270 and P365 ages in cochleae (Fig. 1B). qRT-PCR
conﬁrmed RNA array data and showed that Atg4b, Atg5, Atg9a
and Becn1 are equally expressed in the E18.5 cochlea of both ge-
notypes. Gene expression studies showed a similar time course in
both genotypes. Interestingly, a signiﬁcant increase of around 2-
fold in Becn1 and 4.5-fold in Atg9a transcripts was observed from
the age of P30 onwards, when compared with the perinatal ages
E18.5 and P0, which showed similar expression levels. Atg4b, Atg5
mRNA levels followed a similar pattern in the cochlea although
with lower increases (around 1.5-fold) than those observed in
Becn1 and Atg9a expression. Although there were no signiﬁcant
differences among the genotypes studied, P270 cochleae showed a
greater dispersion in null mice values than those observed in wild
type mice at any age (data not shown). These results suggest the
presence of two subpopulations in nine-month old (P270) null
mice; thus, 3/6 null mice showed increased Atg4b, Atg5 and Becn1
expression as compared to wild type mice. Dispersion preceded a
signiﬁcant decrease of around 0.5-fold in Becn1, Atg4b, Atg5 in P365
cochleae. P365 null mice cochleae showed a statistically signiﬁcant
decrease when compared to null P270 but not with respect to P365
wild type cochleae (Fig. 1B). Thus, these data show that autophagy
gene expression is regulated throughout cochlear maturation and
ageing.
Temporal expression proﬁles of the genes coding for IGF system
elements, Igf1r, Igf2 and Ins2, and inﬂammation-associated cyclo-
oxygenase 2 (Cox2), were studied in cochlea from E18.5, P30e60,
P270 and P250 mice (Table 2). Wild type mouse cochleae showed a
signiﬁcant decrease over the natural life of Igf1r (0.79-, 0.56- and a
0.12-fold decrease between E18.5 and P30e60, P270 or P365,
respectively) and lower expression levels than in adult null mouse
cochleae (Table 2). Igf2 expression remained high during develop-
ment and dropped dramatically after birth in the wild type cochlea
(0.07, 0.05 and 0.01-fold between E18.5 and P30e60, P270 or P365,
respectively.) Igf2 expression levels showed statistically signiﬁcant
differences between wild type and mutant mice at P270 (Table 2).
Ins2 was not detected at any of the time points studied.
To explore if activity-associated inﬂammation could be one of
the stimuli triggering autophagy in the cochlea, we studied the
time course of Cox2 expression, an enzyme of the inﬂammatory
cascade whose participation has been reported in autophagy
(Ricciotti and FitzGerald, 2011). Indeed, Cox2 transcripts showed
parallel temporal proﬁles to those of autophagy genes. Cox2expression levels showed a signiﬁcant 1.5-fold increase in P0
compared to E18.5 cochlea. When both stages, E.18.5 and P0, were
compared to adult P30-6, P270 and P365 cochleae, 0-, 9-, 14- and 5-
fold increases were observed in the adult with respect to perinatal
cochleae. Statistically signiﬁcant differences were observed be-
tween genotypes in P365 mice (Table 2). These data show that
during cochlear maturation and ageing there is a decrease in the
expression of IGF system genes that is concomitant with the in-
crease in inﬂammatory mediators and autophagy gene transcripts.
3.3. Autophagy machinery genes Becn1, Atg4b and Atg5 are
expressed in the vestibule and brain of Igf1þ/þ and Igf1/ mice
The time course of Atg4b, Atg5 and Becn1 expressionwas studied
from E18.5, P0, P30/60 and P270 mice vestibule and brain ho-
mogenates (Fig. 2). Expression levels in cochlear nuclei were also
determined at the age of P150 (Fig. 2A, striped bottom bars).
Similarly to what was found in cochlea, a signiﬁcant increase in
Becn1, Atg4b and Atg5 transcripts was shown in the vestibule
associated with age (Fig. 2). There were no differences among ge-
notypes from E18.5 to P60, but the P270 Igf1/ mouse vestibule
showed a signiﬁcant increase in expression of the three genes
compared to the wild type samples. These data taken together
suggest that autophagy rises in the adult inner ear from P0 to nine
months.
We used a homogenate of whole brain as the neural tissue of
reference and no striking differences could be observed among ages
or genotypes (Fig. 2). To speciﬁcally evaluate the central auditory
pathway, the cochlear nuclei were dissected and gene expressions
compared between P150 Igf1/ and Igf1þ/þ mice (Fig. 2, striped
bars, bottom). In this brain portion, a signiﬁcant increase in Becn1
and Atg5 expression levels was found between null and wild type
mice.
Finally, a global analysis was conducted to compare autophagy
gene expression in three organs (cochlea, vestibule and brain) of
two genotypes (wild type and null mice) at four ages (E18.5, P0,
P30e60 and P270). Becn1, Atg4b and Atg5 expression levels were
signiﬁcantly different between organs; the lowest expression levels
were observed in the vestibule. The cochlea and brain showed a 1.5-
and 2-fold increase with respect to the vestibular tissue, respec-
tively. Postnatal ages P30e60 and P270 showed a signiﬁcant in-
crease of approximately 1.5-fold in gene expression when
compared to the perinatal ages E18.5 and P0 in the three organs
studied. No statistically signiﬁcant differences between genotypes
were obtained (data not shown).
3.4. Autophagic ﬂux is modulated with age in the mouse inner ear
In addition to studying gene expression, we wanted to know if
there was an increase of autophagic ﬂux in the inner ear with age.
Fig. 1. Autophagy machinery genes Becn1, Atg4b, Atg5 and Atg9a are expressed in the cochlea of Igf1þ/þ and Igf1/ mice. (A) Simpliﬁed overview of the factors involved in
autophagosome formation. Growth factor deprivation, inﬂammation or nutrient starvation regulates the activation of the ULK1/2 complex which phosphorylates and activates the
PI3K complex III (PI3KC). The ATG9 cycling system provides a membrane to the developing autophagosome from different donor sources. Autophagosome formation also requires
the action of two Ubiquitin-like (Ubl) systems, ATG8-Ubl and ATG12-Ubl for the elongation and completion of the autophagosome. LC3 is converted into the cytosolic form, LC3-I, by
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Table 2
Time course of expression of IGF system genes and Cox2.
Age (days) Gene symbol Fold change qRT-PCR
E18.5 Igf1r 1.09 ± 0.09
Igf2 0.62 ± 0.02
Ins2 ND
Cox2 0.90 ± 0.08
P30e60 Igf1r 2.06 ± 0.16*
Igf2 2.98 ± 0.68
Ins2 ND
Cox2 1.15 ± 0.35
P270 Igf1r 2.88 ± 0.21**
Igf2 2.84 ± 0.57*
Ins2 ND
Cox2 1.92 ± 0.16
P365 Igf1r 0.72 ± 0.18
Igf2 0.81 ± 0.26
Ins2 ND
Cox2 0.47 ± 0.07*
Expression levels of Igf1r (insulin-like growth factor 1 high afﬁnity receptor), Igf2
(insulin-like growth factor 2), Ins2 (insulin 2) and Cox2 (cyclooxygenase 2) genes in
E18.5, P30e60, P270 and P365 wild type and null mice were compared using qRT-
PCR. Gene-expression values were calculated as 2DDCt. Data are expressed as the
fold-change (FC) ±SEM of the level in null versus wild type mice. Samples of at least
three mice of each genotype were evaluated in triplicate. *P < 0.05 versus wild type
and **P < 0.01 versus wild type. ND: Not detected.
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compared between perinatal (E18.5) and adult (P270) ages in the
cochlea, vestibule and brain (Fig. 3). LC3-II relative levels were
signiﬁcantly increased by 2-fold with age and concomitantly,
SQSTM1/p62 protein levels decreased in the cochlea (Fig. 3A).
Although the adult Igf1/ vestibule showed a signiﬁcant increase
in the LC3-II relative levels, there were no signiﬁcant differences in
LC3-II relative levels with age in the wild type vestibule and brain
(Fig. 3B and C, respectively). SQSTM1/p62 levels showed a decrease
in all the tissues tested although of different magnitudes when
adult and perinatal ages were compared (Fig. 3AeC). There were no
noticeable differences between genotypes at any age (Fig. 3).3.5. Autophagy is abundant in spiral ganglion neurons
Detection of LC3B was carried out in frozen sections of E18.5-
P90 cochleae from wild type and null mice (Fig. 4). LC3B (green)
labelling was localized in the spiral ganglion (Fig. 4A, D, G and J,
asterisks). SOX2 labelling (red) was used to visualize glial cells,
conﬁrming that LC3B positive labelling was associated with neu-
rons. LC3B localization is typically displayed as brighter punctate
labelling throughout the cytoplasm when autophagy is activated
(Koike et al., 2005). Embryonic neurons showed dispersed and low
intensity labelling (Fig. 4B, C, H and I). In contrast, P30e90 spiral
ganglion neurons showed a bright punctate cytoplasm (Fig. 4E, F, K
and L). LC3B labelling intensity quantiﬁcation (Fig. 4M) conﬁrmed
its increase in adult cochlea. No signiﬁcant differences were found
between genotypes at any age.cleavage of ATG4B, and into the membrane associated form, LC3-II, by conjugation with pho
SQSTM1/p62 (p62) binds to ubiquitinated proteins and conducts them to the autophagosom
mice were used to determine cochlear expression levels of Becn1, Atg4b, Atg5 and Atg9a by u
mice of each genotype were studied at the ages indicated. Data from triplicate samples were
differences was evaluated using Student's t-test. Data were compared to wild type mice of di
E18.5, #P < 0.05, ##P < 0.01 and ###P < 0.001 versus P0, ÇP<0.05 versus P30e60, þP < 0.05 ve
^^ P < 0.01 and ^^ ^P < 0.001 versus E18.5, $P < 0.05, $$P < 0.01 and $$$P < 0.001 versus P0, aP<
day and P postnatal day.4. Discussion
In this work we show that the molecular machinery of auto-
phagy is expressed and active in the inner ear from perinatal
stages to adult mice. Increased transcription of Atg genes has been
reported during Drosophila development (Lee et al., 2003) and also
in mice under stressful conditions (Kouroku et al., 2007; Seiliez
et al., 2010). Here we show that Becn1, Atg4b, Atg5 and Atg9
genes are expressed in the inner ear and up-regulated from
perinatal (E18.5 and P0) to adult ages (P30e60 and P270) as the
postnatal inner ear gains functional maturity. Autophagy was
induced in several mouse tissues immediately after birth (Kuma
et al., 2004), however no signiﬁcant differences were found in
cochlear and vestibular expression of ATG coding genes between
E18.5 and P0. On the contrary, up-regulation occurs later, from P30
onwards. Autophagy acts as a source of energy during the peri-
natal period and accordingly, Atg5, Atg7, Atg9 and Atg16 mutant
mice die shortly after birth and exhibit reduced levels of amino
acids in blood and adipose tissue (Kuma et al., 2004). Autophagy
could be operational even without evident up-regulation of Atg
genes (Martinet et al., 2006). Therefore, our results do not exclude
a role for autophagy during early inner ear development; quite the
opposite, it seems to be an important on-going process consid-
ering the wide variety of autophagy genes that are signiﬁcantly
expressed in the E18.5 cochlea. In fact, an even earlier expression
can be envisioned as it plays fundamental roles in the chicken otic
vesicle (Aburto et al., 2012b).
Our results show signiﬁcant up-regulation of the autophagy
machinery between P0 and P30 which suggests that it plays a role
in the onset of inner ear function. Indeed the auditory receptor
starts its functional maturation at P14 and completes it at P30
(Rueda et al., 1996). Furthermore, autophagy is maintained at an
elevated level in young adult mice to later decrease with age as the
results from one-year-old mice suggest. With age, inﬂammation
increases, proteostasis is impaired and requirements for cell
maintenance mechanisms increase (Lopez-Otin et al., 2013). In this
context, increasing autophagy would contribute to maintaining
adult hearing, an idea supported by the fact that otic injury also
increases autophagy (Taylor and Kirkegaard, 2008). The lifespan of
Igf1 null mice is one year, during which time mice show profound
hearing loss, spiral ganglion degeneration and damaged stria vas-
cularis (Riquelme et al., 2010). General cochlear failure is
concomitant with a decrease in the expression of autophagy ma-
chinery genes, which can be either a cause or a consequence of the
cochlear phenotype.
Conclusions obtained from gene expression data were
conﬁrmed by analysis of autophagic proteins. Thus at P270, as
compared to E18.5, cochlea and vestibule showed increased LC3-II
fragment content concomitant with decreased SQSTM1/p62 levels,
which together are an indicator of autophagy induction (Bjorkoy
et al., 2009; Klionsky et al., 2008). SQSTM1/p62 levels signiﬁ-
cantly decreased in all tissues and genotypes studied at P270,
whereas LC3-II relative levels showed a trend to increase in wild
type vestibule and in brain from both genotypes. LC3-II relative
levels can be easily affected by several factors (Mizushima andsphoethanolamine by ATG5 (and the remaining components of the ATG12-Ubl system).
e (Adapted from Aburto et al.,; 2012). (B) Wild type (blue bars) and null (orange bars)
sing qRT-PCR. 18s RNA was used as the endogenous control gene. Samples from 3 to 6
normalized to E18.5 levels and expressed as mean ± SEM of 2DDCt. The signiﬁcance of
fferent ages with the following signiﬁcance *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 versus
rsus P270. Comparison to null mice data rendered the following signiﬁcance: P^ < 0.05,
0.05 and aaP<0.01 versus P30e60, &&P < 0.01 versus P270. Abbreviations: E embryonic
Fig. 2. Autophagy machinery genes Becn1, Atg4b and Atg5 are expressed in the vestibule and brain of Igf1þ/þ and Igf1/mice. Wild type (blue bars) and null (orange bars) mice were
used to determine the expression levels of Becn1, Atg4b and Atg5 in the vestibule, homogenate brain and cochlear nuclei (striped bars) by using qRT-PCR. 18s RNA was used as the
endogenous control gene. Samples from 3 to 6 mice of each genotype were studied at the ages indicated. Data from triplicate samples were normalized to E18.5 levels and expressed
as mean ± SEM of 2DDCt. The signiﬁcance of differences was evaluated using Student's t-test. Data were compared to wild type mice of different ages with the following signiﬁcance
*P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 versus E18.5, #P < 0.05, ##P < 0.01 and ###P < 0.001 versus P0, &P < 0.05 and &&P < 0.01 versus P30e60, ÇP<0.05 versus P150, þP < 0.05 and
þþP < 0.01 versus P270. Comparison with the null mice data rendered the following signiﬁcance: ^P < 0.05, ^^ P < 0.01 and ^^ ^P < 0.001 versus E18.5, $P < 0.05, $$P < 0.01 and
$$$P < 0.001 versus P0. Abbreviations: E embryonic day and P postnatal day.
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observed in cochlear sections by immunostaining. Positive staining
for LC3B formed granular structures in the soma of spiral neurons at
P30 and onward but not at E18.5, where the staining was diffuse.
These results conﬁrm the presence of autophagosomes at P30
(Koike et al., 2005).
It has been proposed that neurons show high levels of auto-
phagy due to their reduced or absent renovation rate to reduce
oxidative species, inﬂammation, damaged organelles and protein
aggregates that would otherwise be deleterious (Damme et al.,
2014; Son et al., 2012). In this regard, our data suggest that the
activation of the hearing receptor and, consequently, the increased
activity of the afferent neurons are stimuli that trigger cochlear
autophagy. Autophagy in the vestibule has additional functions in
otoconial biogenesis (Marino et al., 2010) which may explain why
autophagy genes in the vestibule showed greater up-regulation
than those in the cochlea.
IGF-1 regulates autophagy in different contexts, sometimes with
opposite actions depending on the cell type and situation, therefore
its role is not well-deﬁned yet (Renna et al., 2013; Wang et al.,
2014). Our results indicate that tissues from Igf1/ mice show
mostly the same temporal expression proﬁles as those obtainedfromwild type mice. We did not observe any consistent differences
between genotypes except in vestibules of P270 Igf1/mice where
Becn1, Atg4b and Atg5 levels were higher than in Igf1þ/þ mice. In
addition, no signiﬁcant differences between genotypes were
observed in the autophagic ﬂux measured by LC3-II and SQSTM1/
p62 levels. Although our data suggest that IGF-1 does not play a key
role in the control of autophagy, the deﬁciency of this factor in the
cochlea might be partly compensated. Indeed, IGF-1 deﬁciency in
the cochlea is compensated at its receptor level by the actions of
other insulin family factors (Sanchez-Calderon et al., 2010). How-
ever, the deﬁciency is not fully compensated by that and IGF-1
absence causes a pro-inﬂammatory state, which might be
revealed by the differential regulation of the toll-like receptor
family observed in the Igf1/ cochlea, and which add to those
upstream of Cox2 induction but which autophagy resolves. Inhibi-
tion of downstream insulin/IGF-1 signalling in certain species has
been associated with expanded lifespans and reduced neuro-
degeneration (Cohen et al., 2009; Holzenberger et al., 2003). In
contrast, the broadest understanding is that maintenance of IGF-1
levels is of central importance for neuronal survival during ageing
and accelerated degeneration (Muller et al., 2012; Trueba-Saiz et al.,
2013). This paradox could be due to the fact that IGF-1 actions are
Fig. 3. Autophagy ﬂux increases with age in the mouse inner ear. Levels of the LC3-II/LC3-I ratio and SQSTM1/p62 (p62) of E18.5 and P270 wild type and null mice cochlea (A),
vestibule (B) and brain (C) were determined by Western blotting. SQSTM1/p62 was normalized to b-actin levels. A representative blot of samples obtained from 3 to 6 mice from
each age and genotype are shown. Average values were calculated from densitometric measurements, compared to the E18.5 wild type and plotted in the graph bars to the right
(wild type mice, blue bars, and null mice, orange bars). Results were expressed as the mean ± SEM. The signiﬁcance of the differences was evaluated using Student's t-test. *P < 0.05
and ***P < 0.001 versus E18.5 wild type; ^P < 0.05, ^^ P < 0.01 and ^^ P^ < 0.001 versus E18.5 knockout.
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bolic actions to long-term proliferation, survival and even differ-
entiation. Therefore, the outcome of IGF-1 actions could even be
divergent, depending on the physiopathological context (Varela-
Nieto et al., 2013).5. Conclusions
Our results show that autophagy machinery genes are
expressed throughout the natural life of mice in their cochlea andvestibule. Autophagy gene expression is up-regulated, concurring
with the onset of functional activity. There is effective autophagic
ﬂux in the inner ear from the ﬁrst month of life, and LC3B
expression is intense in spiral ganglion neurons. These data suggest
that autophagy is a housekeeping mechanism necessary for spiral
neuron activity. Chronic IGF-1 deﬁciency caused by the deletion of
the Igf1 gene did not show any evident impact in the expression
pattern of autophagy genes over time. However, a role for IGF-1 in
this process cannot be ruled out as null mice up-regulate
compensatory IGF system elements.
Fig. 4. Autophagy is localized in the neurons of the spiral ganglion. Immunostaining for LC3B showed localization of autophagy in the spiral ganglion neurons (A, D, G and J;
asterisks show the area enlarged in B, E, H, and K, respectively). LC3B subcellular localization was evident in the neuronal cytoplasm (B, E, H and K; dotted white squares show
the area enlarged in C, F, I and L, respectively). In C, F, I and L, selected neurons are circled for comparison. SOX2 staining of glial cells is shown in red (AeL). E18.5 wild type and null
mice cochlea showed diffuse LC3B labelling in the cytoplasm (green, B, C, H and I). P90 wild type and null mouse cochleae presented a bright punctate LC3B labelling (green, E, F, K
and L). Intensity of LC3B immunoﬂuorescence in spiral ganglion was quantiﬁed using ImageJ software (M). Data were obtained from 4 to 12 sections from at least 3 mice of each age
and genotype and are shown relative to those of E18.5 wild type mice as mean ± SEM. The signiﬁcance of the differences was evaluated using Student's t-test: *P < 0.05 versus E18.5
wild type. Scale bars: 25 mm (A, D, G and J), 10 mm (B, C, E, F, H, I, K and L).
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